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Uber den Muskelfarbstoff und Mac Munns Myohadmatin. 


VIL. Mitteilung iber Umwandlungsprodukte der Farbstoffe 
aus Fleisch und Blut. 


Von 
0. Schumm. 





(Aus dem Chemischen Laboratorium des Allgemeinen Krankenhauses Eppendorf, 
Universitat Hamburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15. Mai 1925,) 








Einleitung. 


Mac Munns Lehre, daB im Muskel ein besonderer, dem 
Blutfarbstoff zwar nahestehender, doch nicht mit ihm identi- 
scher respiratorischer Farbstoff, das Myohimatin’) vorkomme, 
ist bekanntlich von Hoppe-Seyler*) und seinem Schiiler 
Levy abgelehnt worden; sie wird aber anscheinend teilweise 
gestiitzt durch die Befunde Mérners*) (spiter auch Giinthers‘4), 
die an Muskelausziigen (auch nach der Behandlung mit ge- 





1) C. A. Mac Munn, Further observations on myohaematin and 
the histohaematins. Jl. of Physiol. Bd. 8, S. 51 (1887); ferner Uber das 
Myohimatin, Diese Zs. Bd. 13, 8. 497 (1889). 

®) L. Levy, Uber Farbstoffe in den Muskeln, Diese Zs, Bd. 13, 
S. 809 (1889); F. Hoppe-Seyler, Diese Zs. Bd. 14, 8. 106 (1890). 

*) K. A. H. Mirner, Beobachtungen tiber den Muskelfarbstoff, mit 
1 Spektraltafel. Nordiskt Medicinskt Arkiv Bd. 8 (1897), Festband, Ab- 
handlung 2, vgl. auch das Referat von O. Hammarsten, Malys Jahres- 
bericht f. Tierchemie Bd. 27, S. 456 (1898). 

‘) H. Giinther, Uber den Muskelfarbstoff, Virchows Archiv Bd. 280, 
8.146 (1921), ferner ,, Kasuistische Mitteilung tiber Myositis myoglobinurica“, 
Virchovs Archiv Bd. 251, S. 141 (1924). 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CIL. 8 
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wissen Reagenzien) spektralanalytisch deutliche Unterschiede 
gegentiber Blutfarbstofflésungen feststellen konnten. ») 

Die Beurteilung des vorliegenden Beobachtungsmaterials 
wird dadurch erschwert, daB man aus ihm die dem hypo- 
thetischen reinen Muskelfarbstoff eigentiimlichen Merkmale 
nicht bestimmt ableiten kann. 

Die von Mac Munn benutzten Muskelausziige waren 
z. B. nicht frisch und enthielten den Farbstoff gemengt mit 
anderen Muskelbestandteilen. Mac Munn macht aber die 
bestimmte Angabe, daB er auch am frischen Brustmuskel 
von Tauben bei der spektroskopischen Beobachtung ein 
besonderes dem Blutfarbstoff nicht eigenes Spektrum gesehen 
habe. Diese Beobachtung verdient doch wohl eee Beachtung, 
als sie anscheinend gefunden hat. 

Levys Feststellungen kénnen tibrigens nur einen Teil der 
Beobachtungen Mac Munns erkliren; sie beantworten auch 
nicht die Frags, wodurch die spiter von Mérner (ahnlich 
auch von Ginther) an ganz frischen Muskelausziigen gesehenen 
spektralanalytischen Unterschiede gegeniiber Blutfarbstoff- 
lésungen bedingt sind. 

DaB Levy seinerzeit das von ihm an gefaulten Muskel- 





) Ein ausfihrlicherer Bericht tiber die Untersuchungsergebnisse und 
Schlu8folgerungen der genannten Forscher findet sich in meiner vorher- 
gehenden Abhandlung ,,Uber Umwandlungsprodukte der Farbstoffe aus 
Fleisch und Blut“. 4. Mitteilung, Diese Zs. Bd. 147, 8. 184 (1925). Dort sind 
auch die Ansichten H. Fischers iiber die Beziehungen zwischen Muskel- 
farbstoff und einem der in gefaultem Fleisch von ihm nachgewiesenen 
Porphyrine wiedergegeben. Es sei hervorgehoben, da8 der Muskelfarbstoff 
nach der Ansicht H.Ginthers im Muskel selbst entstehen soll. In 
seiner letzten Mitteilung (vgl. S. 111 FuBnote 4) auBert er, daB der Unter- 
schied zwischen dem (von ihm Myoglobin genannten) Muskelfarbstoff 
und dem Himoglobin méglicherweise ,,weniger durch die Pigmentanteile 
als durch Verschiedenheit des Globins“ bedingt sei. Giinther empfieblt, 
die Abkémmlinge des Muskelfarbstoffs von denen des Erythrozytenfarb- 
stoffs als Metamyoglobin, Myohimochromogen, Myohimatoporphyrin usw. 
namentlich zu unterscheider. — Endlich sei noch auf die Abhandlung 
»Beitrige zur Kenntnis der prosthetischen Gruppe des Blutfarbstoffs 
von W.Kister, A.Gerlach und F.Schoder verwiesen (Diese Zs, 
Bd. 183, S. 150 (1924). 
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ausziigen gesehene Spektrum, ebenso das von Mac Munn be- 
schriebene Myohimatinspektrum dem des echten Hamochro- 
mogens gleich bewertete, kann daraus erklirt werden, daB er 
die Existenz anderer Kérper, die ein ahnliches Spektrum geben, 
nicht in Betracht gezogen. hat, Derartige Verbindungen waren 
damals auch wohl kaum bekannt. 

Das Spektrum des echten (in waBrig-alkalischer Lisung 
unter der Einwirkung von Schwefelwasserstoff bzw. Schwefel- 
ammonium entstandenen) Himochromogens ist folgenderma8en 
gekennzeichnet: I. symmetrischer Streifen auf etwa 558 (bis 559); 
Il. bedeutend schwicherer und weniger scharf begrenzter 
Streifen auf etwa 529. Levy fand an seinen Fleischpraparaten 
(1 Tag alter Muskelextrakt) aber fir den I. Streifen als seit- 
liche Begrenzung 556,9 und 547,4. Danach kénnte sein Ort, 
falls es sich um einen symmetrischen Streifen gehandelt hat, 
zu etwa 552 geschiatzt werden. Da nihere Angaben fehlen, ist 
ein sicheres Urteil nicht méglichh Von Mac Munn wird fir 
sein Myohimatin als besonders bezeichnend und vorherrschend 
der schmale Absorptionsstreifen auf etwa 549 angegeben.' 

Ob trotz einer derartig betrichtlichen Abweichung im Ort 
des Hauptabsorptionsstreifens, 558:549, Identitét des vorhan- 
denen Farbstoffs mit Himochromogen angenommen werden 
kann, erscheint héchst zweifelhaft. Es drangt sich die Frage 
auf, ob die Bedeutung der angegebenen Abweichung nicht 
doch unterschitzt worden ist. 

Da nicht zu ersehen ist, ob die spektroskopischen Messungen 
Mac Munns den heutigen Anforderungen an die Genauigkeit 
geniigen, andererseits Mérner an frischem Fleisch von Hund, 
Rind, Pferd das Myohaimatinspektrum Mac Munns gar nicht 
hat finden kénnen, so lieB sich eine Klirung der Verhiltnisse 
nur von neuen Untersuchungen erwarten. Ich habe diese 
zunichst nur an einigen Arten von Saugetieren und an Tauben 
ausgefiihrt. Niedere Tiere sind noch nicht beriicksichtigt, da 
H. Fischer Untersuchungen an solchen in’ Aussicht gestellt 
hatte. Die aus meinen Versuchen abgeleiteten SchluBfolgerungen 
diirfen demnach nicht verallgemeinert, vor allem nicht auf 
niedere Tiere itibertragen werden, bei denen auf Grund der 

§* 
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vorliegenden Beobachtungen von Mac Munn u.a. in der Musku- 
latur wahrscheinlich ein anderes zusammengesetztes Farbstoff- 
gemisch anzunehmen ist. —- Die Untersuchung wird fortgesetzt. 


Methodik. 
Ich habe Lésungen des Muskelfarbstoffs benutzt, die teils 
nach Struve-Mac Munns Athermethode, teils durch Aus- 


ziehen des mit Glaspulver fein gemahlenen Muskels mit reinem 
Wasser gewonnen waren. 


Zur naheren Untersuchung der im Farbstoff vorhandenen 
prosthetischen Gruppe habe ich den Muskel erschépfend mit 
Eisessig—Ather extrahiert und das darin enthaltene ,,.Hamatin“ 
durch Uberfihren in das zugehérige Pyridin—Hamochromogen !) 
und Porphyrin zu kennzeichnen versucht. Wegen der EKinzelheiten 
verweise ich auf den Abschnitt ,,.Versuche“. Alle spektrometri- 
schen Bestimmungen sind von mir mit einem genau justierten 
Gitterspektrometer ausgefiihrt worden. Zur spektroskopischen 
Priifung von Muskelstiicken habe ich diese zwischen Glas- 
platten vor dem Spalt des Apparates befestigt. Zur Be- 
leuchtung des Apparates dienten Nernstlampe und Kondensor. 


Bei der Beurteilung der Zahlen fir den Ort der Streifen 
der verschiedenen ,,Himochromogene“ ist zu beachten, daB der- 
selbe Farbstoff in Pyridin (mit Hydrazinhydrat) eine andere 
Lage der Streifen aufweisen kann als in verdinnter Kalilauge, 
die Lésungen in Kalilauge ferner noch einen Unterschied zeigen 
kénnen, je nachdem als Reduktionsmittel Hydrazinhydrat oder 
Schwefelammonium angewandt wurde. — Wahrend das Maxi- 
mum des Streifens ,,I“ der Hamochromogene, namentlich in der 
Pyridinlésung, fast immer scharf bestimmbar ist, laBt es sich 
bei dem Streifen ,,IT* oft nur angenihert genau feststellen. — 





1) Dilling, Atlas der Himochromogene. Stuttgart, F. Eucke, 
1910; dort die frihere Literatur; vgl. auch E. Kalmus, Uber die Ver- 
bindasigen des Pyridins mit Blutfarbstoff, Diese Zs. Bd, 70, 8. 217 (1910); 
R. v. Zeynek, Nachtrigliche Bemerkungen betreffend die Pyridinver- 
bindung des Himochromogens, Diese Zs, Bd. 70, 8. 224 (1911). 
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Ergebnisse. 


In zahlreichen nach der ,,Athermethode“ angestellten Ver- 
suchen habe ich Mac Munns Beobachtungen im_ wesent- 
lichen bestaitigen kinnen: LiSt man z. B. die Brustmuskulatur 
einer Taube oder ein Stiick Kalbfleisch unter Ather einige Tage 
bei Zimmertemperatur stehen und priift den ausgetretenen 
Fleischsaft, so findet man durchweg deutlich die nach Mac 
Munn fir das Myohimatin besonders bezeichnende Absorptions- 
erscheinung: ein schmales Absorptionsmaximum oder deutlich 
abgegrenzten schmalen Streifen auf etwa 549'/, oder 550.’) 
Mac Munn bezeichnet ihn als ,the dominant band of myo- 
haematin“. Gleichzeitig sieht man mehr oder weniger deutlich 
Absorptionsstreifen und verwaschene Schatten ungefahr in einer 
solchen Lage, daB sie teils auf Oxyhimoglobin teils auf Himo- 
globin bezogen werden kénnten. Die genauere Ortsbestimmung 
ergibt aber fiir den als Oxyhaimoglobinstreifen I erscheinenden 
Streifen deutliche Abweichungen, sein Maximum liegt 3—4 pu 
weiter rotwirts, nimlich auf etwa 581,5. Das entspricht genau 
dem von Mérner an frisch hergestellten Muskelfarbstofflésungen 
fir den Streifen I gefundenen Wert. Zeigt ein derartiger 
Fleischsaft das Maximum oder den Streifen auf 549/550 ziemlich 
stark, so kann man gewodhnlich auch einen zarten Streifen auf 
etwa 519 erkennen. Durch viele Versuche habe ich mich 
davon iiberzeugen kénnen, daB diese beiden Streifen zusammen- 
gehéren. Je scharfer der Streifen auf 5491/, ausgeprigt ist, 
desto deutlicher ist auch der Streifen auf 519. Sie kénnen 
mehr oder weniger verdeckt werden durch den Schatten des 
Himoglobins auf etwa 555 oder gegebenenfalls durch das 
Streifenpaar des echten Himochromogens (aus a«-Himatin) 
IL. 558; IL 528. Das angegebene Absorptionsbild, I. schmaler 
starker Streifen auf etwa 5491/,; II. viel schwacherer schmaler 
Streifen auf ungefaibr 519, gehért meines Erachtens dem Kérper 
an, den Mac Munn als modifiziertes Myohimatin angibt. Dieses 
Spektrum hat zwar einige Abhnlichkeit mit dem bekannten 
ebenfalls zweistreifigen Spektrum des Hiamochromogens in 





1) Ahnlich auch im Versuch am Hundeherzen, s. u. 
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wiBriger alkalischer Liésung, ist aber ohne weiteres zu unter- 
scheiden durch die stark abweichende Lage (etwa 8—9 up!) 
und durch die bei geringer Breite groBe Dunkelheit des Streifens I, 
der dadurch noch schirfer abgegrenzt erscheint als der I. Streifen 
des echten Himochromogens, Ich bezeichne dieses Spektrum 
weiterhin als das Myochromogenspektrum und bin der 
Ansicht, daB der es verursachende Kérper ohne weiteres nicht 
mit e-Haimochromogen identifiziert werden kann. Dafiir spricht 
auch der unten in Versuch 1 genau beschriebene Befund: In 
einem nach Mac Munn dargestellten Fleischsaft, der das 
Maximum auf 550 zeigte, verstirkt sich dieses nach Zusatz 
von Schwefelammonium zu einem starken schmalen Streifen; 
bei nachtriglichem Zusatz von 15°/,iger Kalilauge bildet sich 
aus noch vorhandenem ,,Himoglobin“ bzw. Myochrom (Mérner) 
ein allmaihlich stirker werdender Himochromogenstreifen auf 
5581/,. Nach Ablauf der Reaktion ist er zwar starker als der 
Myochromogenstreifen, aber auch dieser ist noch deutlich er- 
kennbar, es bleiben also zwei eng benachbarte Maxima 
auf 558,5 und 550,5 bestehen.') Ware der den Streifen 
auf 550 gebende Kérper echtes Haimochromogen, dann ist 
nicht einzusehen, weshalb er in der stark alkalischen Lésung, 
in der Haimochromogen seinen Streifen I in der richtigen 
Lage (558"/,) gibt, den besonderen Streifen auf 550 beibehialt! 
— Die hier geschilderte Beobachtung kann man nicht regel- 
miBig machen. Sie gelingt nur, wenn der Uberschu8 an echtem 
Hamochromogen nicht groB ist, weil anderenfalls der Himo- 
chromogenstreifen den Myochromogenstreifen verdeckt. ”) 





) Dieselbe Erscheinung habe ich oft an Fleisch-Faulsiiften, die deut- 
lich den Streifen auf 549 oder 550 zeigten, dadurch hervorrufen kénnen, da8 
ich ihnen abgestufte Mengen einer Lésung von o-Himatin in n/10-Kalilauge 
nebst Schwefelammonium zufiigte. Je nach dem geschaffenen Mengen- 
verhiltnis von o«-Haimochromogen und Myochromogen sicht man entweder 
zwei eng benachbarte ahnlich starke oder deutlich verschiedene Maxima 
oder einen Streifen mit schwachem Vor- oder Nachschatten oder bei sehr 
groBem Uberschu8 des einen Kérpers nur einen symmetrischen Streifen. 

*) Anm.: Deshalb 148t sich z. B. auf Grund der in Versuch 2c—e 
(S. 125) erhobenen Befunde nicht ausschlieBen, da8 dort eine kleine 
Menge Myochromogen vorhanden gewesen ist. — : 
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Die hiermit erhirtete Tatsache, daB in dem nach Mac 
Munn gewonnenen ,,Muskelsaft* ein durch ein héchst charak- 
teristisches Spektrum ausgezeichneter, vom Hamochromogen 
leicht unterscheidbarer Bestandteil vorkommt, berechtigt natiir- 
lich nicht zu der Annahme, da8 er auch im lebenden Muskel 
enthalten ist. Die Priifung dieser Frage stéBt auf gréBte 
Schwierigkeiten, besonders da ja auch tiber die mégliche An- 
wesenheit eines geringen Bruchteiles jenes Stoffes neben einem 
groBen Uberschu8 eines ,,Hamoglobins‘ entschieden werden 
miiBte. — Sowohl die Angaben Mac Munns wie auch eigene Beob- 
achtungen berechtigen zu der Annahme, daB der fragliche Kérper 
ahnlich dem Haimochromogen auch in einer anderen, vermutlich 
sauerstofireicheren Form vorkommt. Diese bislang nicht rein 
abgeschiedene Verbindung bezeichne ich, dem Namen Myo- 
chromogen entsprechend als Myatin. Es darf als erwiesen gelten, 
da8 Lésungen des Myatins verhaltnismaBig schwache Absorp- 
tionserscheinungen geben, ahnlich wie Himatinlésungen, so daf 
Myatin neben einem groBen UberschuB eines Hamoglobins, Oxy- 
hamoglobins oder Methimoglobins spektroskopisch nicht oder 
nur schwierig wahrnehmbar ist. Deshalb kann die Méglichkeit, 
da8 im Muskel als Oxydationsprodukt des Myochromogens das 
_ Myatin in kleineren Mengen vorkommt, auf Grund der bisher fest- 
gestellten Tatsachen nicht sicher ausgeschlossen werden. Wohl 
aber laBt sich zeigen, daB der F'arbstoff der frischen Muskulatur 
zum gréBten Teile nicht aus Myatin oder Myochromogen 
besteht: An den aus frischer Muskulatur schnell hergestellten 
Wasserausztigen fand ich in Ubereinstimmung mit Mérner das 
reine Spektrum des von ihm Myochrom genannten Farbstofis: 
Streifen I etwa 581; IL. etwa 543, abhnlich dem Oxyhaimoglobin, 
dabei keinen Schatten im Rot; nach Einwirkung von Schwefel- 
ammonium: an Stelle obiger Streifen einen breiten verwaschenen 
Streifen im Grin mit breitem Maximum, das nur angenihert 
genau zu 553 bestimmt werden konnte, auBerdem einen Streifen 
im Rot, wie er bekanntlich auch bei der Behandlung von Blut- 
farbstofflésung mit Schwefelammonium auftritt. Da ich im 
Laufe meiner Versuche oft festgestellt habe, daB Myochromogen- 
lésungen, die nur ganz schwach gefirbt sind, den schmalen 
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Streifen auf etwa 550 sehr deutlich zeigen, in obigen Ver- 
suchen die ziemlich stark gefirbten Lésungen nach 
der Behandlung mit Schwefelammonium in dem verwaschenen 
Streifen im Griin ein schmales Maximum auf etwa 550 aber 
nicht zeigten, so ist damit bewiesen, daB der Farbstoff der 
frischen Muskulatur in den von mir untersuchten Fallen 
héchstens zu einem kleinen Teile aus Myatin oder Myochromogen 
bestanden haben kann. Im Zusammenhang betrachtet zeigen 
obige Beobachtungen aber auch, daB Mac Munns Vermutung, 
die Brustmuskulatur von Tauben enthalte als farbenden Be- 
standteil nur sein Myohimatin, irrtiimlich ist. DaB® er zu 
dieser Ansicht hat kommen kénnen, wurde mir begreiflich, als 
ich gefunden hatte, wie leicht im Muskel Myochromogen oder 
das zugehérige Myatin entsteht. Schon */,—1 Stunde nach 
dem Tode des Tieres habe ich in dem schnell hergestellten 
Wasserauszug durch Zusatz von Schwefelammonium das Myo- 
chromogenspektrum erzeugen kénnen und schlieBe daraus, 
da8 derzeit in dem (der Sauerstoffeinwirkung der Luft aus- 
gesetzt gewesenen) Auszug das zugehérige Myatin schon vor- 
handen war (vgl. Versuch la y,d und lba, #). Hin Versuch 
an dem 1 Stunde nach dem Tode aus dem Herzen derselben 
Taube hergestellten Wasserauszug verlief dagegen erfolglos, es 
lieB sich noch kein Myatin nachweisen. Weitere Versuche mit 
gelungenem Myatinnachweis sind unten (Versuch 2, 7) genau 
beschrieben. ? 
Angesichts dieser an verhiltnismiBig frischen Muskel- 
ausziigen erhaltenen positiven Myatinbefunde hielt ich es 
nicht fiir ausgeschlossen, daB der spektroskopische Nachweis 
von Myochromogen auch einmal kurz nach dem Tode im 
Muskel selbst gliicken kénne. Die Vermutung hat sich be- 
stitigt. In den kurz (z. B. 5—10 Min.) nach dem Tode ge- 
priften Stiickchen vom Brustmuskel (und Herzen) der Taube 
habe ich zweifelsfrei das Absorptionsspektrum des Myochro- 
mogens nachweisen kénnen. Der Versuch gelang aber, wie aus 
den Protokollen (s. u.) zu ersehen ist, nicht regelmiBig, auch 
nicht an allen Stellen eines Praparates, was sich zwanglos 
aus der erfolgten Umwandlung in das in kleiner Menge 
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spektroskopisch nicht sichtbare Myatin erklaren laBt. 
Mac Munn hat zweifellos Recht gehabt, als er angab, da8 man 
am frischen Brustmuskel der Taube das fragliche Spektrum 
(schmaler Streifen oder Maximum auf etwa 549) erhalten kénne. 

Ob der Muskel des lebenden Tieres auch schon 
Myatin oder Myochromogen enthialt, bleibt einstweilen 
unentschieden. Ebenso halte ich es fir verfriiht, zu 
erértern, ob das Myochromogen selbst (bzw. Myatin) 
als Baustein oder prosthetische Gruppe eines respira- 
torischen MuskeleiweiBkérpers (von ahnlichem Bau wie 
Haimoglobin) angesehen werden kann. Zunichst laBt sich 
kaum mehr behaupten, als daB Myochromogen aus dem Myo- 
chrom Mérners entstehen kann, wobei aber zu beachten bleibt, 
da8B die in iiblicher Weise erhaltenen ,,.Myochromlésungen“ ein 
Farbstoffgemisch, noch dazu von schwankender Zusammen- 
setzung bilden. 

In Ubereinstimmung mit dieser Auffassung wurde in dem 
bei der Eigenzersetzung von Muskulatur bei 37° oder 50° aus- 
tretenden Saft ein viel starkeres Myochromogenspektrum er- 
halten, als im Auszug des ziemlich frischen Fleisches. Es he- 
steht vorliufig kein Grund zu bezweifeln, daB das Myochro- 
mogenspektrum in beiden Fallen durch denselben Kérper 
hervorgerufen wird. 

Lésungen, die das reine Myochromogenspektrum gaben, 
habe ich dadurch erhalten, daB ich Kalbfleisch oder Ochsen- 
herzen (auch entblutete), in einigen Fallen auch Pferdefleisch 
oder Rindfleisch wochen- bis monatelang bei 37° oder 50° der 
Zersetzung tberlieB und den ausgetretenen Saft abgoB. Solche 
Safte waren nach dem Filtrieren gelb oder héchstens schwach rot- 
stichig-gelb, stark alkalisch und zeigten das Myochromogen- 
spektrum in seiner ganzen Schiarfe und Kigenart, so daB eine 
Verwechslung mit dem Spektrum des echten Himochromogens, 
wie es von seinen alkalisch-wiBrigen, Schwefelammonium ent- 
haltenden Lésungen erzeugt wird, nur bei oberflichlicher Be- 
trachtung méglich erscheint. In dieser natiirlichen Liésung 
erscheint das Myochromogen ziemlich haltbar; das oft noch 
bei 1 cm Schichtdicke sehr deutliche Spektrum (I. 549%/,; 
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II. etwa 520) verschwand in vielen Fallen weder bei ein- 
maligem Aufkochen noch bei schwachem Ansauern mit Salz- 
saure oder Hssigsiure, noch bei 3/, stiindigem Durchleiten 
eines Luftstromes. Zusatz von Kalilauge oder Kalilauge und 
Schwefelammonium bewirkte keine bemerkbare, Zusatz von 
viel Pyridin wenigstens keine betrachtliche Anderung. Zu- 
satz von Salzséure in starkem UberschuB brachte das Spek- 
trum zum Verschwinden, beim Ubers&ttigen mit Kalilauge 
trat es allmahlich schwach wieder auf, stirker, wenn noch 
Schwefelammonium oder Hydrazinhydrat zugegeben wurde. 
Es verschwand auch auf Zusatz von Wasserstoffsuperoxyd 
und erschien wieder, wenn danach Hydrazinhydrat zugefigt 
wurde. Mit Salzsiure in starkem Uberschu8 gemischt, gab 
der Saft ein himatinahnliches Spektrum, durchaus_ kein 
Porphyrinspektrum. Mit der 10—20fachen Raummenge kon- 
zentrierter Schwefelsiure gemischt, liefert der Saft dagegen 
ein Porphyrin-Saiurespektrum. Wurde der Saft mit Hisessig 
angesiuert und mit Ather geschiittelt, so ging der Farbstoff 
nicht oder kaum in den Ather tiber. Seine Abscheidung in 
roher Form gelang dadurch, daB der Saft mit einer reichlichen 
Menge Alkohol—Ather gemischt, die allmahlich am Boden des 
GefiBes sich abscheidende braune, schmierige Masse in Wasser 
verteilt, erneut mit Alkohol—-Ather gefallt und der Nieder- 
schlag mit Wasser ausgezogen wurde. Die braune alkalische 
Lisung gab sehr stark das Myochromogenspektrum und ver- 
hielt sich bei den oben erwaihnten Proben im wesentlichen 
wie der urspriingliche Saft, z. B. entstand bei starkem An- 
siuern mit Salzsiure ein himatindhnliches Spektrum, danach 
beim Alkalisieren mit Kalilaunge und Zusatz von Hydrazin- 
hydrat wieder das Myochromogenspektrum, I. 549,5; IL. etwa 
520. Durch nochmaliges Umfallen wurde aus der erwihnten 
braunen Liésung ein braunrosa gefarbter Niederschlag mit ziem- 
lich starkem Myochromogengehalt erzielt. Er wurde abgetrennt, 
abgepreBt und teils mit konzentrierter Schwefelsiure, teils mit 
Bromwasserstoff—Eisessig behandelt. Nach beiden Verfahren 
konnte Porphyrinbildung erzielt werden. Das mit Bromwasser- 
stoff—Kisessig erhaltene Porphyrin gab in essigsiurehaltigem 
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Ather und in 25 °%/,iger Salzsiure spektroskopische Werte, die 
am besten auf Nenckis Haimatoporphyrin passen (vgl. 8. 139). 
Da die Reindarstellung des Myochromogens noch nicht durch- 
gefiihrt ist, lassen sich iiber seine Zusammensetzung und die 
des Myatins noch keine Angaben machen. Ebenso bleibt es 
noch unentschieden, ob das Myochromogen zu einem der von 
mir kiirzlich beschriebenen hamochromogendhnlichen Farb- 
stoffe ) in besonders naher Beziehung steht. 

Bei dieser Gelegenheit sei darauf hingewiesen, da8 ein himo- | 
chromogenihnlicher Farbstoff, der in Pyridinlésung das Spektrum 
Ll. symmetrischer Streifen auf etwa 550'/,, stark; II. etwa 520'/,, 
schwach“ gibt und aus bakteriell zersetztem Fleisch erhalten werden 
kann, durchaus nicht als ein spezifisches Produkt aus Fleischfarbstoff 
angesehen werden darf, da ich habe nachweisen kénnen, da8 er aus 
Blut entstehen kann; vgl. hierzu Abschnitt IV, 8. 139. 

Bei der vergleichenden Priifung einer Anzahl von Blut- 
farbstoffabk6mmlingen fand ich, daB die mit Schwefelammonium 
versetzte Lésung der Hisenverbindung von Nenckis Hamato- 
porphyrin dem Myochromogen spektralanalytisch besonders 
&hnlich ist. Setzt man eine solche Lésung (in n/10-Kalilauge) 
in geeigneter Menge zu einem Fleischsaft, der deutlich das 
Myochromogenspektrum gibt, so tritt keine oder nur eine sehr 
geringe (z. B. 1 uu betragende) Verschiebung im Ort des Streifens 
auf etwa 550 ein. 

Wenngleich meine bisherigen Versuche keinen Anhalts- 
punkt dafiir boten, daB als prosthetische Gruppe eines Muskel- 
farbstoffs die EKisenverbindung des Koproporphyrins (,,Kopro- 
himatin“ bzw. ,,Koprohimochromogen“) in Betracht komme, 
so habe ich diese Frage doch unter Benutzung des von meinen 
Mitarbeitern A. Papendieck und K. Bonath ausgearbeiteten 
,Enteisenungsverfahrens“*) besonders gepriift. Es besteht darin, 
daB Himatin mit einem Gemisch aus Eisessig und wenig 
Hydrazinhydrat behandelt wird. Damit erhielten Papendieck 
und Bonath aus «@-Haimatin in guter Ausbeute «-Himato- 
porphyroidin (bzw. a-Haimatoporphyrin), also das unserer An- 





1) Diese Zs. Bd. 147, S. 221 (1925). 
*) Diese Zs. B. 144, 8. 61 (1925). 
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II. etwa 520) verschwand in vielen Fallen weder bei ein- 
maligem Aufkochen noch bei schwachem Ansiuern mit Salz- 
sdure oder EHssigsiure, noch bei '/, stiindigem Durchleiten 
eines Luftstromes. Zusatz von Kalilauge oder Kalilauge und 
Schwefelammonium bewirkte keine bemerkbare, Zusatz von 
viel Pyridin wenigstens keine betrachtliche Anderung. Zu- 
satz von Salzséure in starkem Uberschu8 brachte das Spek- 
trum zum Verschwinden, beim Ubersattigen mit Kalilauge 
trat es allmahlich schwach wieder auf, stirker, wenn noch 
Schwefelammonium oder Hydrazinhydrat zugegeben wurde. 
Es verschwand auch auf Zusatz von Wasserstofisuperoxyd 
und erschien wieder, wenn danach Hydrazinhydrat zugefigt 
wurde. Mit Salzsiure in starkem UberschuB gemischt, gab 
der Saft ein hamatinaihnliches Spektrum, durchaus kein 
Porphyrinspektrum. Mit der 10—20fachen Raummenge kon- 
zentrierter Schwefelsiure gemischt, liefert der Saft dagegen 
ein Porphyrin-Saurespektrum. Wurde der Saft mit Hisessig 
angesiuert und mit Ather geschiittelt, so ging der Farbstoff 
nicht oder kaum in den Ather tiber. Seine Abscheidung in 
roher Form gelang dadurch, da der Saft mit einer reichlichen 
Menge Alkohol—Ather gemischt, die allmahlich am Boden des 
GefaBes sich abscheidende braune, schmierige Masse in Wasser 
verteilt, erneut mit Alkohol—Ather gefallt und der Nieder- 
schlag mit Wasser ausgezogen wurde. Die braune alkalische 
Lisung gab sehr stark das Myochromogenspektrum und ver- 
hielt sich bei den oben erwahnten Proben im wesentlichen 
wie der urspriingliche Saft, z. B. entstand bei starkem An- 
siuern mit Salzsiure ein himatinahnliches Spektrum, danach 
beim Alkalisieren mit Kalilauge und Zusatz von Hydrazin- 
hydrat wieder das Myochromogenspektrum, I. 549,5; IL etwa 
520. Durch nochmaliges Umfallen wurde aus der erwdhnten 
braunen Liésung ein braunrosa gefarbter Niederschlag mit ziem- 
lich starkem Myochromogengehalt erzielt. Er wurde abgetrennt, 
abgepreBt und teils mit konzentrierter Schwefelsiure, teils mit — 
Bromwasserstofi—Eisessig behandelt. Nach beiden Verfahren 
konnte Porphyrinbildung erzielt werden. Das mit Bromwasser- 
stoff—Eisessig erhaltene Porphyrin gab in essigsaiurebaltigem 
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Ather und in 25 °/,iger Salzséure spektroskopische Werte, die 
am besten auf Nenckis Himatoporphyrin passen (vgl. 8. 139). 
Da die Reindarstellung des Myochromogens noch nicht durch- 
gefiihrt ist, lassen sich iiber seine Zusammensetzung und die 
des Myatins noch keine Angaben machen. Ebenso bleibt es 
noch unentschieden, ob das Myochromogen zu einem der von 
mir kiirzlich beschriebenen hamochromogenihnlichen Farb- 
stoffe +) in besonders naier Beziehung steht. 

Bei dieser Gelegenheit sei darauf hingewiesen, daB ein himo- 
chromogenihnlicher Farbstoff, der in Pyridinlésung das Spektrum 
yl. symmetrischer Streifen auf etwa 550'/,, stark; II. etwa 520%/,, 
schwach* gibt und aus bakteriell zersetztem Fleisch erhalten werden 
kann, durchaus nicht als ein spezifisches Produkt aus Fleischfarbstoff 
angesehen werden darf, da ich habe nachweisen kénnen, daB er aus 
Blut entstehen kann; vgl. hierzu Abschnitt IV, 8S. 139. 

Bei der vergleichenden Priifung einer Anzahl von Blut- 
farbstoffabkémmlingen fand ich, daB die mit Schwefelammonium 
versetzte Lésung der Kisenverbindung von Nenckis Himato- 
porphyrin dem Myochromogen spektralanalytisch besonders 
fhnlich ist. Setzt man eine solche Lésung (in n/10-Kalilauge) 
in geeigneter Menge zu einem Fleischsaft, der deutlich das 
Myochromogenspektrum gibt, so tritt keine oder nur eine sehr 
geringe (z. B. 1 up betragende) Verschiebung im Ort des Streifens 
auf etwa 550 ein. 

Wenngleich meine bisherigen Versuche keinen Anhalts- 
punkt dafiir boten, daB als prosthetische Gruppe eines Muskel- 
farbstoffs die Eisenverbindung des Koproporphyrins (,,Kopro- 
haimatin“ bzw. ,,Koprohimochromogen“) in Betracht komme, 
so habe ich diese Frage doch unter Benutzung des von meinen 
Mitarbeitern A. Papendieck und K. Bonath ausgearbeiteten 
, Enteisenungsverfahrens“*) besonders gepriift. Es besteht darin, 
daB Hamatin mit einem Gemisch aus Hisessig und wenig 
Hydrazinhydrat behandelt wird. Damit erhielten Papendieck 
und Bonath aus @-Himatin in guter Ausbeute o-Himato- 
porphyroidin (bzw. @-Haimatoporphyrin), also das unserer An- 





1) Diese Zs. Bd. 147, S. 221 (1925). 
2) Diese Zs, B. 144, S. 61 (1925). 
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sicht nach dem «-Hiématin niachststehende Porphyrin. Ich 
habe dieses sehr zweckmaBige Verfahren dann auf die nach 
Zaleskis Methode dargestellten Kisenverbindungen von N enckis 
Himatoporphyrin, Mesoporphyrin und Koproporphyrinmethyl- 
ester ausgedehnt und dabei Porphyrinlésungen erhalten, die 
sich spektralanalytisch ebenso verhielten wie die zur Dar- 
stellung der Kisenverbindungen benutzten reinen Porphyrine.?) 
Unter diesen Umstinden darf mit Wahrscheinlichkeit darauf 
gerechnet werden, daB das aus Muskulatur gewonnene Ge- 
samthimatin, sofern es zu einem betrachtlichen Teile aus 
Koprohimatin, im tibrigen aus «-Himatin besteht, bei obiger 
Behandlung in entsprechender Menge Koproporphyrin liefern 
wird. Unterwirft man das danach zu erwartende Porphyrin- 
gemenge dem zuerst von A. Papendieck bei den Porphyrinen 
aus Faeces benutzten Trennungsverfahren, indem man seine 
Lésung in Salzséure geeigneter Konzentration durch Aus- 
schiitteln mit vielen Mengen Chloroform von chloroformléslichem 
Porphyrin (hier @-Porphyroidin) befreit, so miiBte sich ein 
einigermaBen betrachtlicher Koproporphyringehalt in der Salz- 
siure als Restporphyrin vorfinden. 

Ich habe deshalb sowohl aus der frischen Brustmuskulatur 
von Tauben als auch aus Kalbfleisch das ,Gesamthimatin“ 
durch Behandlung des mit Glas fein zermahlenen Fleisches mit 
viel Eisessig und Ather so vollstandig wie miglich ausgezogen 
und bei 15—25° nach dem Verfahren von A. Papendieck 
und Bonath behandelt. Das nach Verlauf von 24 Stunden 
entstandene ,,Porphyrin“ wurde aus dem Reaktionsgemisch ab- 
geschieden und der der Enteisenung entgangene Rest erneut 
demselben Verfahren unterworfen.. Das aus den gewaschenen 
essigsauren itherischen Lisungen durch Verdampfen erhaltene 
Porphyrin wurde in Salzsiure gebracht und daraus mit Chloro- 





1) Verarbeitete ich gréBere Mengen der Eisenverbindungen, z. B, 
0,1 g der Eisenverbindung des Himatoporphyrins von Nencki oder von 
Mesoporphyrin, so erhielt ich in betrachtlicher Menge als Nebenprodukt 
einen in Chloroform mit griiner Farbe léslichen Kérper. Von Papen- 
dieck und Bonath ist ein derartiger griiner Farbstoff schon bei der 
Enteisenung von a-Himatin als Nebenprodukt beobachtet worden. — 
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form das chloroformldsliche Porphyrin abgetrennt. In der mit 
Chloroform erschépften Salzsiure habe ich Koproporphyrin 
nicht nachweisen kénnen; sie enthielt nur einen sehr geringen 
Rest Porphyrin, der eben ausreichte, um sein Spektrum in 
essigsdurehaltigem Ather (I. 628) und 25°/,iger Salzsiure 
(I. 600, ITI. 5551/,) angenahert richtig zu bestimmen. Das 
erhaltene chloroformlésliche Porphyrin zeigte die Eigenschaften 
des «-Porphyroidins. Ein Anhaltspunkt fiir die Anwesen- 
heit von Koprohaimatin (in freier oder gebundener 
Form) im frischen Muskel yon Taube und Kalb hat 
sich vorlaufig nicht ergeben. Ich beabsichtige aber, 
diese Versuche unter Verwendung noch gréBerer Material- 
mengen und mit teilweise abgeinderter Methodik fortzusetzen, 
wobei noch zu priifen ist, ob der Muskel Koprohimatin oder 
irgend eine andere Koproporphyrinverbindung etwa in einer 
solchen Form enthilt, da8 es mit der angewandten Extraktions- 
methode garnicht erfaBt wird. 


Auch bei der Untersuchung obigen Rohhimatins mit der Pyridin- 
probe ergab sich kein Unterschied gegeniiber reinem «-Himatin. 


Die Reaktion der rohen Myochromlésungen 
mit Hydrazinhydrat. 


Die rohen Myochromlésungen (wiBrige Ausziige der mit 
Glas fein zermahlenen Muskulatur) geben durchweg mit Hydrazin- 
hydrat eine eigentiimliche und auffallige Spektralreaktion, durch 
die sie sich von einer waiBrigen Blutlésung unterscheiden: 

Eine geniigend verdiinnte Blutlésung, die bei 1 cm Schicht- 
dicke die beiden Absorptionsstreifen durch einen breiten 
Zwischenraum getrennt zeigt, liefert nach kurzer Einwirkung 
von ungefihr 1/,, Vol. Hydrazinhydrat ein einheitliches Himo- 
chromogenspektrum. Bei obigen Myochromlésungen erfolgt die 
Umwandlung des Spektrums viel langsamer; erst im Verlauf 
mehrerer Minuten entsteht ein eigenartiges neues Spektrum: 
zwei eng benachbarte Streifen auf etwa 566 und 554 und 
zwei oft nur undeutlich erkennbare schwache Maxima an- 
genihert auf 586 und 528; im Ubergangsstadium bestehen 
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kurze Zeit drei schmale Streifen nebeneinander, auf 
etwa 582, 566, 554. Bestimmt man nach dem Ablauf der 
Reaktion den Ort der beiden Hauptstreifen, so kénnen sich 
von Fall zu Fall zwar kleine Abweichungen ergeben, statt 566 
z. B. 565 oder 567, der Unterschied gegeniiber dem Spektrum 
der ebenso behandelten Blutlésungen wird dadurch aber nicht 
geringer. Ich habe die Reaktion sowohl mit Ausziigen aus 
frischem als auch aus mehrere Tage altem Fleisch erhalten, 
ferner mit Ausziigen, die einige Tage bei 15° gestanden hatten 
und ebenso z. B. mit dem roten, noch viel Myochrom ent- 
haltenden Saft, der durch lingeres Stehenlassen von Rind- 
fleisch unter Ather gewonnen war. (Vgl. unter ,,Versuche“, 
S. 141). 


Versuche. 


I. Untersuchung des nach Struwe-Mac Munns Verfahren 
gewonnenen Fleischsaftes | 
auf himatin- bzw. hamochromogenartige Farbstoffe. 


1. Sogenanntes frisches Kalbfleisch (Keule), anscheinend 
einige Tage alt. | 

Aus der Mitte herausgeschnittene Wirfel werden einzeln 
in Glaisern unter Ather bei 15° aufgestellt. Nach 2 Tagen 
steht in jedem Glase unten ein schwach rotlicher Saft, der im 
Scheidetrichter abgetrennt und filtriert wird. Die klare Fliissig- 
keit gibt das Spektrum: I. unsymmetrischer Streifen, Maximum 
rotwairts auf 581,5; II. dunklerer, breiterer unsymmetrischer 
Streifen, Maximum rotwarts auf 550,6; IIL schwacher, 
schmaler Streifen auf 521,8. Nach Zusatz von Schwefel- 
ammonium 4ndert sich das Spektrum dahin, daB nur ein breiter 
Schatten im Grin besteht, in dem ein scharf abgegrenzter 
Streifen auf 550,5 liegt; nachtriglicher Zusatz von Kali- 
lauge bewirkt das Auftreten eines neuen schmalen Streifens 
auf ungefahr 559, der kurze Zeit nur etwa so stark ist, wie 
der auf 550,5, so da8.man zwei schmale, eng benach- 
barte ,Hamochromogen“-Streifen sieht. Nach I bis 
2 Minuten ist der neue Streifen betrachtlich stirker als der 
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andere, doch sind sie auch spater noch als zwei eng benach- 
barte Maxima zu ungefihr 5585 und 550, getrennt. be- 
stimmbar. | 

Diese Beobachtung scheint mir zu beweisen, da8 der- 
jenige Farbstoff, der das Absorptionsmaximum auf etwa 550 
bedingt, im Gegensatz zu Haimoglobin und @-Hamatin durch 
Kalilauge und Schwefelammonium nicht mehr in echtes Hamo- 
chromogen verwandelt werden kann. Er teilt diesen Mangel 
unter anderen mit der Eisenverbindung des Haimatoporphyrins 
von Nencki. | 

Zum Vergleich wurde aus dem ,,frischen* Fleisch durch 
Zerreiben mit Glaspulver und Wasser und Filtrieren ein wiBriger 
Auszug hergestellt, 2 Tage bei 15° aufbewahrt, nochmals 
filtriert und gepriift: I. Streifen auf 581,8; II. breiterer Streifen, 
dessen Mitte zu etwa 543,7, Maximum zu etwa 546 bestimmt 
wurde. Nach Zusatz von Schwefelammonium verschwinden die 
vorher genannten Streifen. Dafir entsteht ein neuer, ziem- 
lich starker, schmaler Streifen auf 550,5, sowie ein starker 
Streifen auf 618; endlich ist noch ein sehr zarter Streifen 
auf ungefaihr 577 wahrnehmbar. Zusatz von Kalilauge bewirkt 
Verschwinden der Streifen auf 618 und 577 und Auftreten 
eines einheitlichen, echten Himochromogenspektrums, I. un- 
gefihr 558; IL. 528. In dem 2 Tage alten Wasserauszug kann 
demnach neben reichlich vorhandenem Myochrom nur wenig 
des fraglichen hamatin- oder himochromogenahnlichen Farb- 
stoffes enthalten gewesen sein. 

2. Taube, durch Verblutenlassen getitet. 

a) Brustmuskel frisch nach Mac Munn in Ather ge- 
bracht und 2 Tage bei 15° gehalten. Der in kleiner Menge 
ausgetretene Saft wird abgetrennt, mit gleichviel Wasser ver- 
diinnt und filtriert. Die klare Flissigkeit gibt ein sehr scharfes 
Absorptionsbild: I. schmaler, symmetrischer Streifen auf 550,38; 
II. schwach mit schmalem Maximum auf 521,6. Zusatz von 
Schwefelammonium bewirkt keine Anderung. 

b) Brustmuskel frisch mit grobem Glaspulver und Wasser 
zerrieben und die Filtissigkeit sogleich filtriert. Spektrum: 
I. 581; Il. ungefahr 543,7. Nach Zusatz von Schwefelammonium: 
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breiter, verwaschener ,,Hamoglobinstreifen*, darin deutlich ab- 
gegrenzt ein schmales Maximum auf 551. 

Der Versuch ,,b“ wird mehrfach mit demselben Ergebnis 
wiederholt. 

c) Mit Glas zerriebener frischer Brustmuskel wird mit 
etwa der 10 fachen Menge 15 oi iger Kalilauge aufgekocht, 
abgekihlt, filtriert und das Filtrat mit Schwefelammonium 
versetzt: starkes Hamochromogenspektrum, Streifen I. (ein- 
heitlich) liegt auf etwa 558. 

d) Auch das durch Extraktion mit Essigsiure—Ather aus 
dem frischen Brustmuskel gewonnene Rohhamatin lieferte (in 
Pyridin gelést und mit Hydrazinhydrat versetzt) die Spektral- 
reaktion des echten Hiamochromogens (I. etwa 558; II. etwa 528). 


e) Brustmuskel zerkleinert und im verschlossenen Glase 
1 Tag bei 37° gehalten. Priifung in der unter ,,c“ beschrie- 
benen Weise ergibt das Himochromogenspektrum: I. 557,5. 


Vergleich zwischen dem nach Struwe-Mac Munns,,Ather- 
methode“ gewonnenen ,,Saft* aus Kalbfleisch und einem 
2 Tage bei 15° im offenen Glase aufbewahrten Wasserauszug 
aus frischem Brustmuskel der Taube. Spektrum der 
Flissigkeiten nach Zusatz von Schwefelammonium: 





a) ,Saft aus dem Kalbfleisch, nach | b) 2 Tage alter Wasserauszug aus 
10 Wochen langem Stehen des Taubenmuskel: 
Fleisches unter Ather, abgetrennt: Breiter, verwaschener Streifen im 
I, starker Streifen auf 5491/, Griin mit deutlich abgegrenztem 
II. schwacher ae » etwa 520. Maximum auf 549*/,. 

Bei genauester vergleichender spektrometrischer Beob- 
achtung ergibt sich fiir die Streifen auf 5491/, bei ,,a und ,,b“ 
vollkommen iibereinstimmende Lage. | 

8. Hund, méglichst vollistandig entblutet. 

a) Ein Stiick des Herzens!) wurde etwa 1 Stunde nach 
dem Tode unter Ather gebracht und 2 Tage bei 15° stehen 








!) Herr Prof. Kestner hatte die Freundlichkeit, die Entblutung 
des Tieres selbst auszufihren, woftir ich ihm anch an dieser Stelle 
meinen Dank ausspreche. 
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gelassen, der in betrichtlicher Menge ausgetretene rote ,,Saft« 
im Scheidetrichter abgetrennt und filtriert. 

a) Spektrum: abnlich wie Oxyhimoglobin, aber Streifen 
I. weniger symmetrisch, Maximum rotwiarts auf 581, Streifen 
If. uneinheitlich, breiter als 1, mit schmalem, sehr deutlichem, 
rotwirts gelegenem Maximum auf 5481/, und einem zweiten 
sehr schwachen Maximum auf angendhert 539; im Rot ein 
schwacher Schatten. 

8) Zusatz von Schwefelammonium: I. breiter Schatten im 
Grin mit schmalem Maximum auf 548'/,; II. sehr schwach, 
angenihert 520. (AuBerdem ,,Schwefelhimoglobin“-Streifen auf 
etwa 618.) ; 

vy) Zusatz von gleichviel 15 °/,iger Kalilauge, danach 
Schwefelammonium: sehr starkes Hamochromogenspektrum, 
L. nicht ganz symmetrisch, Mitte etwa 5561/,, Maximum 557?/,. 
(Hinweis auf die Anwesenheit von etwas Myochromogen neben 
iiberschiissigem Himochromogen.) 

b) Zum Vergleich waren an Teilen des ,,frischen“ sciene 
(einige Stunden nach dem Tode) folgende Versuche angestellt 
worden: 

«) Erschépfende Extraktion mit Eisessig—Ather, Waschen 
und Verdampfen des Auszugs, Liésen des Riickstandes in 
Pyridin, Zusatz von Hydrazinhydrat: Hamochromogenspektrum, 
I. symmetrisch, 5571/,; Il. schwach, etwa 527}/,. 

6) Erschépfende Extraktion mit Pyridin, Zusatz von 
Hydrazinhydrat zum Filtrat: Himochromogenspektrum, I. sym- 
metrisch, 557?/,. 

4. Kalbfleisch, 4 Tage bei 15° unter Ather. 

Der ausgetretene Saft ist nach dem Filtrieren hellrot 
und gibt ein Mischspektrum: I. 585—573, dunkelste Strecke 
585—578, Maximum etwa 581'/,; IL. 5521/,—535, 
dunkelste Strecke 5521/,—547,3, Maximum etwa 550; 
III. sehr zarter Streifen auf ungefaihr 521. Nach Zusatz 
von gleichviel 15°/,iger Kalilauge entsteht folgendes Spek- 
trum: J. zwei durch eine schmale Aufhellung getrennte 
Maxima auf 558 und 550; Il. zwei sehr schwache Maxima 
auf ungefihr 529 und 522. Zusatz von Schwefelammonium 

_ Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CIL, 9 
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andert das Spektrum nicht. Es ist das Doppelspektrum 
von Himochromogen und Myochromogen; Streifen 558 ist 
bedeutend stirker als der auf 550. 

5. Kalbfleisch, 4 Tage unter Ather. 

Saft nach dém Filtrieren stark rot, gibt Mischspektrum. 
Streifen I. Maximum etwa 581, Mitte etwa 579%/,; Il. un- 
einheitlicher Streifen, rotwarts schmales Maximum auf 5491/,, 
Streifenmitte (542) fallt zusammen mit einer geringen Auf- 
hellung, danach schwaches zweites Maximum auf etwa 540. 
Nach Zusatz von Schwefelammonium: Spektrum etwa wie bei 
Schwefelhimoglobin (Streifen im Rot 6191/,, Schatten im Griin), 
mit dem Unterschied, daB sich von dem Schatten im Griin 
ein schmaler Streifen auf 550 abhebt (Myochromogenstreifen). 

Mit gleichviel 15 °/,iger Kalilauge und danach mit Schwefel- 
ammonium versetzt, gibt der Saft einen sehr starken, aber 
nicht ganz symmetrischen Himochromogenstreifen, Maximum 
5571/,, Mitte aber etwa 555/,, woraus hier auf ein Gemenge 
von viel Himochromogen und wenig Myochromogen geschlossen 
werden kann. 

6. Ochsenherz, entblutet, 5 Tage bei 15° unter Ather. 

Saft rot; Zusatz von Schwefelammonium: etwa wie beim 
Kalbfleischsaft in Versuch 5; Zusatz von gleichviel 15 °/, iger 
Kalilauge und etwas Schwefelammonium: starker, aber nicht 
symmetrischer Himochromogenstreifen, Maximum 557'/,, Mitte 
etwa 556. i 

Ein gréBerer Teil des filtrierten Saftes blieb in einem mit 
Watte verschlossenen Zylinder mehrere Tage im Zimmer stehen. 
Die rotbraune Lisung gab dann folgendes eigenartige Spektrum: 
I, starker, angenihert symmetrischer Streifen, Maximum etwa 
638 (wie Methimoglobin, aber um 5 pp rotwarts verschoben); 
II. zwei schmale und schwache, eng benachbarte Streifen auf 
etwa 591 und 582; III. sehr dunkler, schmaler, scharf ab- 
gegrenzter Myochromogenstreifen auf 550; IV. breiter und 
dunkler Streifen auf ungefihr 505. Nach Zusatz von Schwefel- 
ammonium: Der Streifen im Rot verschwindet, im Griin ent- 
steht ein breiter Schatten, von dem sich aber der sehr starke 
Streifen auf 550 gut abhebt. An Stelle der zwei Maxima 
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auf 591 und 582 entsteht ein schwacher, etwas unsymmetrischer 
Streifen auf etwa 5831/,. Als jetzt noch das gleiche Volumen 
15.°/,iger Kalilauge zugefiigt wird, entsteht sogleich der Streifen 
des Himochromogens auf 558, neben dem anfangs der Myo- 
chromogenstreifen 550 getrennt sichtbar bleibt. Der Streifen 
558 wird schnell so stark, daB er den Streifen 550 groBenteils 
tiberdeckt, bleibt aber unsymmetrisch, sein Maximum liegt 
auf etwa 558, die Mitte aber auf 556, entsprechend der Bei- 
mengung von Myochromogen. 


II. Versuche zur Auffindung des ,,.Myohaimatin“ oder eines 
anderen haimatinahnlichen Farbstoffs in frischem 
Fleisch und Organen. 


A. Versuche an Ausziigen. 


1, Taube, durch Verblutenlassen getétet. | 

a) Unmittelbar danach Entnahme eines Stiickes der Brust- 
muskulatur. Ein Teil wird mit grobem Glaspulver im Porzellan-: 
mérser sehr fein zerrieben, mit Wasser angerthrt und durch 
gehartete Filter filtriert. Nur die ersten Kubikzentimeter laufen 
stark opalisierend durch, die folgenden klar durchlaufenden 
Anteile werden zur Untersuchung benutzt. Die ersten Beob- 
achtungen konnten ungefihr 10 Minuten nach dem Tode des 
Tieres angestellt werden, 

a) Spektrum: wie Oxyhimoglobinlésung, Ort der Streifen 
aber deutlich weiter nach Rot, I. 580,7; IL etwa 543. Kein 
Methimoglobinschatten im Rot.’) 

8) Nach Einwirkung von Schwefelammonium: breiter, ver- 
waschener Streifen im Griin, mit breitem ,Maximum“, dessen 
Mitte angenahert genau zu 558 bestimmt werden kann. AuBer- 
dem der bekannte Schwefelhimoglobinstreifen. 

1) Mit wenig Ferricyankaliumlésung versetzt, gab die Lisung ein 
yMethimoglobinspektrum“, dessen Streifen I. zu etwa 688 (also gegen- 
tiber dem echten Methimoglobin um etwa 5 up rotwiirts verschoben) 
bestimmt wurde. Nach Zusatz weniger Tropfen gesittigter Sodalésung: 
I. ziemlich starker, breiter Streifen auf etwa 603,8; II. bedeutend 
schwicherer Streifen auf ungefaihr 578,5; IDL. (etwas weniger stark als 


der I.) auf etwa 542,7. Der Versuch wird mehrmals mit demselben Er- 
gebnis wiederholt. 
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y) Etwas spaiter, 20 Minuten nach dem Tode des Tieres, 
wird der Versuch ,,9“ wiederholt: Jetzt hebt sich in dem ver- 
waschenen Hiamoglobinstreifen ein deutliches Maximum auf 
551 ab, im iibrigen wie bei ,,(“. 

0) Eine halbe Stunde spaiter wird am gleichen Wasser- 
auszug nochmals die Probe ,f“ ausgefiihrt: In dem breiten 
Hamoglobinstreifen ist ein deutliches Maximum auf ungefihr 
551 bestimmbar. Nochmals nach 1 Stunde wiederholt, hat 
der Versuch das gleiche Ergebnis: Maximum auf 550,8. 

_ b) Der Rest der Brustmuskulatur wurde in groBen Stiicken 
eine Stunde liegen gelassen, dann zerkleinert und 

a) ein Teil mit Wasser ausgezogen und filtriert. Spek- 
trum wie oben unter ,,la“ beschrieben. Nach Zusatz von 
Schwefelammonium: Im breiten Himoglobinschatten schmales 
Maximum auf 550. 

8) Ein Teil nach 24 stiindigem Aufbewahren im Glas bei 
15° wie bei ,e“ geprift. Das Filtrat zeigt 2 Streifen I. etwa 
581; I. etwa 542.5. Nach Zusatz von Schwefelammonium so- 
gleich schwacher Schatten im Griin mit starkem Maximum 
auf etwa 550. 

c) Etwa 1 Stunde nach dem Tode wurde das Herz zer- 
kleinert, ein Teil mit Glaspulver und Wasser zerrieben und 
filtriert, Spektrum: I. ungefaihr 580; IL. ungefihr 5438. Nach 
Einwirkung von Schwefelammonium: breiter, verwaschener 
Streifen im Griin mit Maximum auf etwa 554. Teil des Wasser- 
auszuges mit gleichviel 15°/,iger Kalilauge, danach mit Schwefel- 
ammonium versetzt: Himochromogenspektrum I. etwa 557 '/,. 

2. Taube durch Verblutenlassen getotet. 

a) Teil der Brustmuskulatur wird 2 Stunden spiater’ mit 
Glaspulver und Wasser fein zerrieben, etwas verdiinnt, zweimal 
filtriert. 2'/, Stunden nach dem Tode wird der klare gelbrote 
Wasserauszug geprift: Spektrum wie Oxyhimoglobinlésung, 
Streifen aber weiter rotwirts, 1. etwa 581,0; II. etwa 543,5. 
Nach Zusatz von Schwefelammonium: breiter, verwaschener 
Streifen im Grin mit schmalem Max. auf etwa 549,5. 

b) Teil der Muskulatur wurde in einem verschlossenen 
Glase 1 Woche bei 15° gehalten, dann wie bei ,,a“ gepriift: 
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Filtrat vollkommen klar. Spektrum: I. nicht ganz sym- 
metrischer Streifen Maximum etwas rotwarts von der Mitte 
auf etwa 582; II. bedeutend schwicher aber breiter, unein- 
heitlich, schmales deutliches Maximum auf 5491/,, Andeutung 
eines zweiten Maximums auf angenahert 541. Nach Zusatz 
von Schwefelammonium sofort I. schmaler starker symmetrischer 
Streifen auf 550; I. sehr schwacher schmaler Streifen auf an- 
genahert 520, Teil des Wasserauszuges mit gleichviel 15°/, 
Kalilauge aufgekocht, abgekihlt, mit Schwefelammonium ver- 
setzt: Hamochromogenspektrum I. nicht ganz symmetrisch, 
Maximum rotwirts von der Mitte auf etwa 556, Mitte des 
Streifens etwa 555. 


c) Wie Versuch ,,b“, aber erst nach 11 tigigem Stehen 
bei 15° gepriift. Geruch nur etwas siuerlich, nicht unangenehm. 
Wasserauszug filtriert klar, reagiert schwach sauer. Spektrum 
in 4 cm Schichtdicke: I. schwacher Schatten im Rot, IL. schwa- 
cher Streifen im Gelb mit 2 Maxima auf ungefihr 596 und 
583; HI. maBig breiter Schatten im Griin mit ziemlich starkem, 
schmalem Maximum auf 549,8. Nach Zusatz von Schwefel- 
ammonium: keine wesentliche Anderung, nur der Streifen auf 
549,8 noch etwas stirker. Teil des Wasserauszuges mit gleichviel 
15°/, iger Kalilauge aufgekocht, abgekiihlt, mit Schwefelammonium 
versetzt: Himochromogenspektrum, Streifen I. nicht ganz symme- 
trisch, Maximum etwas rotwirts von der Mitte auf etwa 556. 


d) Herz, zerkleinert, wie ,,b“ behandelt (1 Woche bei 15°). 
Kein Faulnisgeruch. Wasserauszug: I. etwas unsymmetrischer 
Streifen, Maximum etwas rotwiarts der Mitte auf etwa 581,2; IT. un- 
einheitlicher Streifen, Maximum ganz rotwirts auf etwa 548,5, da- 
nach (violettwirts) Aufhellung und zweites (schwaches) Maximum. 


a) Teil des Auszugs + Schwefelammonium: breiter Schatten 
im Griin, darin schmaler Streifen auf etwa 549,8. 


8) Mit Hydrazinhydrat etwa dasselbe. 
8. Taube, durch Képfen getétet. 


a) 44, Stunde nach dem Tode wurde ein Teil der Brust- 
muskulatur mit Glaspulver und Wasser fein zerrieben und 
sogleich filtriert. 
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a) Spektrum: etwa wie Oxyhimoglobin, aber I. auf 580; 
Il. etwa 548. 

8) Nach Einwirkung von Schwefelammonium: etwa wie 
bei Haimoglobin, breiter verwaschener Streifen mit breitem 
Maximum auf ungefahr 554'/,, keine Andeutung eines schmalen 
Maximums auf 550, Anwesenheit von Myochromogen also 
nicht nachweisbar. : 

vy) Nach Einwirkung von wenig Ferricyankalium: ,,Met- 
hamoglobinspektrum“, Streifen I. aber rotwirts verlagert, auf 
etwa 638'/, (Blutlésung ebenso behandelt, Streifen I. etwa 633). 

5) GréBerer Teil, in einer verschlossenen Flasche 20 Stunden 
aufbewahrt, nochmals filtriert: Spektrum wie bei ,,«c“. Bei der 
Prifung mit Schwefelammonium bzw. Ferricyankalium wird 
kein anderes Ergebnis erzielt als am frischen Auszug. 

b) Ein kleiner Teil der Brustmuskulatur wurde mit Pyridin 
ausgezogen und mit Hydrazinhydrat versetzt: Hiamochromogen- 
spektrum I. 557,4; II. etwa 527,4. : 

c) Ein Teil wurde mit Eisessig und Ather erschdpft, der 
Auszug gewaschen und verdampft. Ein Teil, in Pyridin mit 
Hydrazinhydrat behandelt, ergab: Streifen I. etwa 557, ein 
anderer mit verdiinnter Kalilauge aufgenommen und mit 
Hydrazinhydrat versetzt: I. ungefahbr 555. Die Hauptmenge 
des Atherriickstandes lie8 sich bei vorsichtiger Behandlung 
mit Kisessig und Hydrazinhydrat glatt in ein Porphyrin ver- 
wandeln, das in Ather das reine «-Hamatoporphyroidinspektrum 
zeigte (Streifen I. einheitlich auf 632). | 

4, Taube, durch Képfen getétet. 

a) Herz, Pyridinauszug und Hydrazinhydrat: L 557,3; 
IL etwa 527. 

b) Leber, Pyridinauszug und Hydrazinhydrat: I. 557,0; 
II. etwa 526,5. 

5. Taube, durch Képfen getétet. 

Pyridinauszug aus dem Herzen und Hydrazinhydrat: 
I. 557,5; I. etwa 527. : 

6. Kaninchen, véllig entblutet, weiBe Muskulatur.’) 





1) Ich verdanke die Muskeln Herrn Prof, Kestner, der die Freund- 
lichkeit hatte, die Entblutung selbst auszufihren. 
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Pyridinauszug und Hydrazinhydrat: I. 557,2; Il. etwa 526,5. 

7. Hund, 

a) Herz. Ein Teil wurde sogleich mit Glaspulver und 
Wasser fein zerrieben und filtriert. Teile des Filtrats wurden 
sogleich, andere nach einer halben Stunde gepriift. 

a) Spektrum des frischen rotgelben Filtrats: sehr ahnlich 
dem des Oxyhaimoglobins: I. ziemlich symmetrisch, Maximum 
wenig rotwirts von der Mitte auf etwa 582; II. bedeutend 
schwicher, etwas breiter, Mitte der dunkelsten Strecke ungefihr 
543 oder 544, nur angenihert genau bestimmbar. Nach 
wiederholtem Schiitteln mit Luft: L 581,8; IL. ungefaihr 543. 
Kein Methaimoglobinstreifen. 

f) Nach Einwirkung von Schwefelammonium: breiter, ver- 
waschener Streifen im Griin mit breitem Maximum, Mitte der 
dunkelsten Strecke etwa 553. (AuBerdem Streifen des ,,Schwefel- 
hamoglobins“ auf etwa 618.) 

7) */, Stunde spiter erneute Priifung wie bei ,,6“: breiter, 
verwaschener Streifen im Grin mit maiBig breitem Maximum, 
das jetzt auf 551 liegt. Der Versuch wird mehrfach wieder- 
holt: Maximum stets zu 551 gefunden. Setzt man vor dem 
Schwefelammonium einige Tropfen konz. Sodalésung hinzu, so 
bleibt das Ergebnis dasselbe. | 

6) Teil des Wasserauszugs mit gleichviel 15°/, iger Kali- 
lauge aufgekocht, ubgekiihlt und mit Schwefelammonium ver- 
setzt: Himochromogenspektrum: I. symmetrisch 557,6. 

Ktwa '/, Stunde spater wurde nochmals ein Wasserauszug 
aus dem Herzen hergestellt. Die Probe mit Schwefelammonim 
ergibt das Maximum auf 551, also wie bei dem aus dem 
frischen Herzen hergestellten, aber +/, Stunde aufbe- 
wuhrten Auszug (s. ,,7“). 

Nach etwa 3 Stunden wurde nochmals Rin Wasserauszug 
hergestellt. Die Priifung mit Schwefelammonium ergibt: breiter, 
verwaschener Streifen im Griin von ungefahr 582—544, 
dunkelste Strecke ungeféhr 554—547, Maximum etwa 551. 
Die Probe mit Kalilauge und Schwefelammonium (s. ,,d“) ergibt 
das Himochromogenspektrum: I. etwa 557,0; II. schwach, un- 
gefahr 527. 
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b) Muskulatur. Ungefaihr 11/, Stunde nach der Entnahme 
wurde ein Teil mit Glaspulver und Wasser fein zerrieben, 
filtriert und ein Teil des Filtrats wie bei ,,0“ gepriift: Hamo- 
chromogenspektrum: I. symmetrisch etwa 557. 


B. Spektroskopische Prifung von Organsticken.’) 


1. Taube, durch Verblutenlassen getétet. 

a) Herzmuskel, ungefahr 2 Stunden nach dem Tode unter- 
sucht. Von etwa 568—554 mibBig starke, von 554— etwa 547 
stirkere Absorption mit deutlichem schmalen Maximum auf 
etwa 549,8. 

b) Brustmuskel, in ribglichst groBer Dicke beobachtet: 
I, schwacher Streifen auf etwa 581; IL ziemlich sturker, 
schmaler Streifen auf etwa 549,8. 

Bei Wiederholung der Versuche ,,a“ und ,,b“ wurden wech- 
selnde Ergebnisse erhalten, indem die Spektra mehrmals dem 
des Himoglobins ahnlicher waren (z. B. sehr schwacher Streifen 
auf 581 oder 581!/, und breiter, verwaschener Streifen im Grin 
mit Maximum auf etwa 553?/,), 

Anmerkung: Teil dieser Brustmuskulatur ergab im Py- 
ridinauszug nach Zusatz von Hydrazinhydrat: I. 557,2; I. etwa 
527. Kin anderer Teil wurde mit Eisessig—-Ather erschépft, 
der Auszug gewaschen, verdampft, der Riickstand in Pyridin 
geliést und mit Hydrazinhydrat versetzt: I. 557,5; IL. etwa 
527,2. 

2. Hund entblutet. 

Herz- und Muskelfleisch ergaben bei der ungefaihr 1 Stunde 
nach dem Tode vorgenommenen Priifung in dinner Schicht- 
dicke einen deutlichen schmalen Streifen auf 550; 3 Stunden 
spiter ergab das Herz bei der Untersuchung in méglichst 
dicker Schicht: ziemlich breiter Streifen auf ungefihr 604,5; 
mafhig breiter, ziemlich starker Streifen auf etwa 550,38; 
schwacher Streifen auf ungefihr 520. 

3. Taube durch Képfen getétet. 





1) Flache Stiicke zwischen Glasplatten vor dem Spalt des sees 
apparates befestigt. 
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5 Minuten nachher wurden Stiicke der Brustmuskulatur 
(zwischen Glasplatten) spektroskopisch gepriift. Sie zeigten 
ausnahmslos je nach der Schichtdicke mehr oder weniger 
deutlich einen Schatten im Griin (wie bei Himoglobin), darin 
auf etwa 550,2 einen schmalen, gut abgegrenzten Streifen. 

Kurz danach wurden Schnitte aus dem Herzen in derselben 
Weise gepriift; sie gaben dasselbe Spektrum wie der Brust- 
muskel. 

Ungefahr */, Stunde nach dem Tode wurde ein zwischen 
den Glasplatten aufbewahrter Muskelschnitt erneut geprift. Er 
zeigte stellenweise das obige Spektrum, stellenweise aber deut- 
lich ein zweistreifiges Spektrum, ahnlich wie Oxyhaimoglobin. 

Das Ergebnis vorstehender Versuche erscheint besonders 
beachtenswert, da der Wasserauszug der Muskulatur dieser 
Taube den Streifen auf 550 nicht zeigte. 

4, Taube durch Verblutenlassen getétet. 

Sogleich danach Untersuchung mehrerer Stiicke der Brust- 
muskulatur, danach des Herzens. 

a) Brustmuskel. 

1. Mehrere diinne Stiicke zeigen iibereinstimmend nur 
einen schmalen Streifen im Griin auf etwa 550. 

2. Etwas dickere Stiicke: L sehr schwacher Streifen auf 
ungefahr 582; IL. breiter Schatten im Griin mit schwicherem 
Maximum auf etwa 565 und starkem, schmalem Streifen auf 
550, ILL schwacher Streifen auf etwa 520. 

3. Noch dickere Stiicke: dasselbe wie bei ,,2“, auBerdem 
noch einen héchst schwachen Streifen angenahert auf 605. 

-b) Herz. Mehrere diinne Stiicke zeigen ziemlich iber- 
einstimmend I. schwachen Streifen auf ungefihr 5821/,; 
If. breiten Schatten im Griin mit deutlichem Streifen auf 5501/, 
und héchst schwachem Streifen auf ungefihr 521; etwas zu- 
sammengedriickt, also in geringerer Dicke, geben dieselben 
Stiicke nur einen schmalen Streifen auf ungefahr 550. 

c) Etwa 1 Stunde nach dem Tode wurde aus dem Brust- 
muskel ein Wasserauszug hergestellt, Er gab das reine 
Myochromspektrum: I. 581,3; Il. ungeféhr 5421/,. Nach Zu- 
satz von Schwefelammonium entsteht im Griin ein breiter 
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Schatten mit einem deutlichen Maximum auf ungefihr 556 
und einem sehr schwachen Maximum auf ungefaéhr 550. Ein 
Teil des reinen Wasserauszugs wird nach 3stiindigem Stehen 
bei 15° mit der Schwefelammoniumprobe untersucht: breiter 
Schatten im Griin mit starkem, schmalem Streifen auf 550. 

5. Taube, durch Képfen getétet, Brustmuskel und Herz 
etwa +/, Stunde nach dem Tode untersucht. 

a) Diinne Stiicke vom Brustmuskel und Herzen zeigen 
einen schmalen Absorptionsstreifen auf etwa 550,5. 

b) Wasserauszug aus dem Herzen zeigt nach Zusatz von 
Schwefelammonium ein schmales Maximum auf etwa 551,0. 

6. Maus, frische Muskulatur in diinner Schicht: schwacher 
Streifen angen&hert 5491/,. Herz dickeres Stiick: I. schwacher 
Streifen angenihert 605; II. etwas stirker, angenahert 565; 
III. stairkster Streifen 550. 


III. Untersuchung des bei der Eigenzersetzung von Fleisch 
bei 37° oder 50° im Saft auftretenden ,,Myochromogens“ 
(vgl. S. 119 wu. f). 


1. Pferdefleisch, wochenlang im verschlossenen GefiB bei 
87°. Der abfiltrierte Saft gibt sehr deutlich das Myochro- 
mogenspektrum, 1.5491/,; II.520,0. Zusatz von 15°/,iger Kali- 
lauge: dasselbe, von Kalilauge und Hydrazinhydrat: dasselbe. 

2. Kalbfleisch, 2 Monate im verschlossenen GefaB bei 37°. 
Der abfiltrierte Saft gibt das Myochromogenspektrum, I. 549,8; 
IL. etwa 520,5. Zusatz von Schwefelammonium: dasselbe, von 
Kalilauge und Schwefelammonium: dasselbe. 

8. Rindfleisch, 7 Wochen im verschlossenen GefaB bei 37°. 
Der abfiltrierte Saft gibt das Myochromogenspektrum, I. 549,5; 
II. ungefahr 520. 

4, Rindfleisch, 9 Wochen im verschlossenen GefiB bei 37°. 
Der abfiltrierte Saft gibt das Myochromogenspektrum, I. 549,5; 
II. 520,5. Zusatz von Schwefelammonium: dasselbe, von Kali- 
lauge und Schwefelammonium: dasselbe. Aus dem Saft laBt 
sich der Farbstoff mit Eisessig und Chloroform nicht in 
nennenswerter Menge ausziehen. Dagegen l&Bt sich aus dem. 
nach Abfiltrieren' des Saftes verbliebenen Fleischrest mit 
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Hisessig und Chloroform in reichlicher Menge ein himatin- 
ihnlicher Farbstoff ausziehen, der in Pyridin gelést mit 
Hydrazinhydrat. das Spektrum I. 548,8; IL etwa 519 gab. 

5. Pferdefleisch, mit einer kleinen Menge von gefaultem 
Gefrier-Pferdefleisch geimpft und 4 Wochen im verschlossenen 
Glase bei 37° gehalten. Der abfiltrierte Saft gibt das Myo- 
chromogenspektrum, I. 549,8; II. 519,8. Zusatz von Hydrazin- 
hydrat oder Kalilauge oder Kalilauge und Hydrazinhydrat oder 
Schwefelammonium: dasselbe. Durchleiten eines Luftstromes 
(1/, Stunde lang): dasselbe. Aufkochen und Abkihlen: dasselbe. 
Zusatz von Wasserstofiperoxyd: Spektrum verschwindet, danach 
Zusatz von Hydrazinhydrat: Myochromogenspektrum. 

6. Ochsenherz, 4 Wochen im verschlossenen GefaB bei 50°. 
Der abfiltrierte Saft gibt das Myochromogenspektrum. Die 
Untersuchung mit den unter ,,5.“ angefthrten Proben fihrt 
zu demselben Ergebnis wie dort. 

7. Ochsenherz, 6 Wochen im verschlossenen GefaB bei 37°. 
Der abfiltrierte Saft gibt das Myochromogenspektrum. 

8. Ochsenherz, 2 Wochen im verschlossenen GefaB bei 50°. 
Der abfiltrierte Saft ist eine stark alkalische Fliissigkeit, das 
daraus entweichende Gas braiunt Bleipapier. Die Fliissigkeit 
gibt sehr stark das Myochromogenspektrum, I. 5491/,; IT. etwa 
521. Zusatz von Kalilauge (auch in groBer Menge) bewirkt 
keine Anderung, Zusatz von Kalilauge und Schwefelammonium 
ebenfalls nicht. — Wird die Fliissigkeit mit Salzsiure schwach 
angesiuert, so andert sich das Spektrum nicht, es bleibt sogar, 
wenn die angesiuerte Fliissigkeit aufgekocht und gleich danach 
abgekiihlt wird. Das Spektrum verschwindet erst, wenn die 
Flissigkeit mit einem starken Uberschu8 von Salzs&ure ver- 
setzt wird; die von dem flockigen Niederschlag abfiltrierte 
gelbe Flissigkeit zeigt nach dem Alkalisieren mit Kalilauge 
das Spektrum nur schwach, starker bei nachtraglichem Zusatz 
von Hydrazinhydrat. Die Versuche werden mehrmals wieder- 
holt, der Hauptabsorptionsstreifen wird stets auf. 5491/, ge- 
funden. — Der Farbstoff lieB sich aus dem Saft weder mit 
Kisessig und Ather noch mit Chloroform oder Eisessig und 
Chloroform in nennenswerter Menge. ausziehen. 
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9. Ochsenherz, 2 Wochen im verschlossenen Glase bei 50°. 
Der Saft wird abgegossen und filtriert. Er ist briunlich gelb, 
stark alkalisch und gibt das Myochromogenspektrum, I. 549,6; 
II. 520,6. Nach Zusatz der gleichen Raummengen 25 °/, Salz- 
siure (starkes Schiumen!) verschwindet das Myochromogen- 
spektrum, dafiir bildet sich das wenig ausgeprigte Myatin- 
spektrum, (Str. 1. breit, Max. angenahert 642; Str. ITI. schwicher, 
angenahert 544); nach Zusatz von Kalilauge im Uberschuf 
und Hydrazinhydrat tritt wieder das Myochromogenspektrum 
auf, I. 549,8. 

Kine gréBere Menge des Saftes wird mit viel Alkohol, 
danach mit Ather gemischt; dabei entsteht eine Ausscheidung 
braun gefarbter Trépfchen, die sich allmaihlich am Boden des 
GefiBes als braune dickfliissige Masse absetzen und die Haupt- 
menge des Myochromogens enthalten; eine Probe davon gibt 
in diinner Schicht sehr stark das zugehérige Spektrum. Der 
gefirbte Niederschlag wird abgetrennt, in Wasser verteilt und 
daraus erneut mit Alkohol—Ather gefallt, abgetrennt, mit Wasser 
aufgenommen und filtriert. 

Die braune stark alkalische Lésung gibt stark das reine 
Myochromogenspektrum (I. 5491/,), verhalt sich bei der Be- 
handlung mit Salzsiure usw. wie der urspriingliche Saft und 
gibt mit dem 10—20 fachen Vol. Pyridin eine schwach getriibte 
Flissigkeit. Auch beim Aufkochen der waBrigen Lésung, ferner 
bei Zusatz von Salzsiure oder Pikrinsiure entstehen Nieder- 
schlige; Alkohol—Ather bewirkt tropfige Fallung. Mit Eis- 
essig—Ather laBt sich der Farbstoff nicht oder doch nur sehr 
schwer ausziehen, bleibt jedenfalls beim Waschen des Auszugs 
nicht im Ather. — Wird die Lésung mit verdiinnter Kalilauge 
gekocht, bis alles Ammoniak verjagt ist, abgekiihlt und mit 
Hydrazinhydrat versetzt, so gibt sie ein Ahnliches Spektrum 
wie zuvor, Str. I. 550,2, nach kurzem Stehen: I. 548,0. — Beim 
Verdampfen liefert die urspriingliche Lésung einen festen, in 
Pyridin sowie: in Kisessig unldéslichen, in Kalilauge leicht 
léslichen Rickstand, der beim Verreiben mit konzentrierter 
Schwefelsiure langsam unter Porphyrinbildung in Lésung geht. 

10. Aus Ochsenherzen, die 4—6 Wochen in verschlossenen 
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Glasern bei 50° (teils auch bei 37°) gestanden hatten, wurde 
in der unter ,,9.“ beschriebenen Weise das Myochromogen roh 


abgeschieden. 


a) Kin Teil wurde mit etwa der 50fachen Raummenge 


konzentrierter Schwefelsiure verrieben, die Lésung gab das 


Porphyrin-Saurespektrum, I. etwa 599; III. etwa 554. Etwa 
dieselben Werte erhalt man von einer Lisung von Nenckis 
Hamatoporphyrin in konz. Schwefelsiure, wahrend Meso- 
porphyrin, Koproporphyrin und Kopratoporphyrin abweichende 
Zahlen ergeben. 

b) Ein Teil wurde nach Nencki und Zaleski mit Brom- 
wasserstoff—Hisessig gemischt, nach 24 Stunden mit viel Wasser 
verdiinnt, alkalisiert, mit Essigsiure angesauert und mit Ather 
ausgeschiittelt, der Ather gewaschen und eingeengt (Porphyrin- 
spektrum, I. .624; Il. Max., violettwirts, 568,7; III. Max. b. 
etwa 527; IV. angenihert 500). Der nach dem Verdampfen 
des Athers erhaltene Riickstand wurde mit einem Tropfen 
verdiinnter Kalilauge befeuchtet und mit mehreren Kubik- 
zentimetern 25°/,iger Salzsiure aufgenommen; die filtrierte 
Lésung gab das Saurespektrum I. 596; III. 552,383. — Die 
Werte passen am besten zu Nenckis Hamatoporphyrin. 


IV. Beweis fir die Moéglichkeit der Entstehung 
eines himatinahnlichen Farbstoffs mit dem Pyridinspektrum 
I. 5501/,; IL. 520+/, aus Blutfarbstoff. 


1. Von einer kurz vorher getéteten Taube wurden abgewogene 
Mengen von defibriniertem Blut, Brustmuskel, sowie Blut 
unter Zusatz der gleichen Menge fein zerhackten Brustmuskels 
in mit Glasstépsel verschlossenen Flaschen bei 37° gehalten. 
Von Zeit zu Zeit wurden kleine Proben entnommen, um den 
Gang der Zersetzung zu tiberwachen. Nach 1 Monat wurden 
gleiche Mengen des Inhalts der drei Flaschen in gleicher 
Weise mit Kisessig und Ather méglichst erschépfend extra- 
hiert, um Art und Menge des entstandenen Himatins fest- 
zustellen {vgl. die Tabelle). Zur Vermeidung gréBerer Verluste 
wurden die drei Ausztige zunachst nur einmal gewaschen und 
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Teile sogleich durch lockere Filter filtriert. 1 50 com Auszug 
entsprachen ungeféhr 1 g Ausgangsmaterial. 


Eine allerdings nur roh ausgefiihrte Bestimmung der F'arb- 
stoffmengen zeigte, da8 in ,3.¢ mindestens 8mal soviel des 
himatinahnlichen Umwandlungsproduktes entstanden war wie 
in 2.6 Da die aus ,,3. und ,,2.“ gewonnenen Farbstoffe sich, 
soweit feststellbar, tibereinstimmend verhielten, ergibt sich, daB 
in ,,3.¢ der weitaus gréBte Teil dieses Farbstoffes aus Himo- 
globin entstanden sein muB. — 








Farbe bei etwa Verdampfungsrtickstand eines 








Auszug aus ; Teiles des Auszugs in Pyridin 
5 em Schichtdicke mit Hydrazinhydrat gepriift 
1. Taubenblut tief rotbraun*) | Hamochromogenspektrum, Str. I. 


etwa 557 (symmetrisch) 

2. Brustmuskel hell braungelb Str. I. etwa 550'/, (symmetrisch) 

8. Gemisch aus | dunkel braungelb, | Str. I. fast symmetrisch, Max. 
Brustmuskel j viel stérker gefirbt etwa 550,8; II. (schwach) etwa 
und Blut als ,,2. 520,5. 

2. Der Versuch wurde in ahnlicher Weise wiederholt. In 
zwei verschlossenen Flaschen wurden ,,a)* 4g Brustmuskel, 
»d“ ein Gemisch aus 4 g Brustmuskel und 2 g defibrinierten 
Taubenblutes je 5 Wochen bei 37° gehalten und danach so 
vollstindig wie médglich mit Eisessig und Ather extrahiert. 
Aus ,a“ wurde nur eine ganz geringe, aus ,,b“ eine reichliche 
Menge eines himatinihnlichen Farbstoffs erhalten, der in 
Pyridin gelést mit Hydrazinhydrat das Spektrum I. 549,0; 
II. etwa 5191/, gab. — Somit wurde das Ergebnis des ersten 
Versuchs in der Hauptsache bestitigt. 











1) Das daraus durch Verdampfen erhaltene Rohhimatin verhielt sich 
bei der Enteisenung mit Hydrazinhydrat-Kisessig wie das echte o-Hi- 
matin: die Lésung des Reaktionsproduktes in schwach essigsiurehaltigem 
Ather gab das Spektrum des o-Porphyroidins, Str. I. 632, die Gegend 
um 628 war frei, also kein Anzeichen fir die Anwesenheit eines zweiten 
Porphyrins; die Lésung in n/10-Kalilauge entsprechend: I. 641'/,; 
II. 589'/,; III. 544; LV. etwa 512. 
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V. Die Reaktion roher Myochromlésungen (wiBriger Muskel- 
extrakte) mit Hydrazinhydrat. 

Ktwa 2 ccm filtrierter Muskelauszug mit 2 Tropfen Hydr- 
azinhydrat gemischt; nach vollstindiger Umwandlung Messung 
der entstandenen neuen Hauptabsorptionsstreifen. 

1. Taube, etwa 2 Jahre alt. ‘Die Lésung wurde mehrere 
Stunden nach dem Tode aus der Brustmuskulatur hergestellt. 
Hauptstreifen a) 565; b) 555; a <b. 

2. Taube, etwa 1 Jahr alt. Etwa 38 Standen nach dem 
Tode Auszug aus Brustmuskulatur. Hauptstreifen a) 566; 
b) 554; a <b. 

Dieselbe Probe an dem 3 Tage bei 15° aufbewahrten 
Muskelauszug: Hauptstreifen a) 563; b) 553. 

3. Taube etwa */, Jahr alt. Herstellung des Auszugs aus 
der Brustmuskulatur sogleich nach dem Tode. Die Reaktion 
fallt hier sehr undeutlich aus. Es entsteht ein breiter ,.Hamo- 
chromogenstreifen“ bestehend aus starkem Maximum auf un- 
gefahr 555 mit schwachem Vorschatten, dessen Mitte bei pas- 
sender Schichtdicke angendhert zu 564 gemessen werden kann. 

4, Taube. Einige Stunden nach dem Tode hergestellter 
Auszug der Brustmuskulatur wird etwa 20 Stunden verschlossen 
aufbewahrt und dann gepriift. Hauptstreifen a) 566/,; b) 554. 
Nach Zusatz eines Tropfens 15°/, iger Kalilauge und Umriihren: 
voriibergehend tritt der I. Myochromstreifen (auf 582) auf, dann 
wieder das obige Spektrum a) 565; b) 554; a<b. Ein Teil 
des Muskelauszugs wird zur Umwandlung des Myochroms im 
Metamyochrom mit einer passenden Menge Ferricyankalium- 
lésung geraischt, danach zu 6 ccm 1 Tropfen Hydrazinhydrat 
zugefiigt: Wiedererscheinen des Myochromspektrums (582, 544): 
nach mehreren Minuten erfolgt Umwandlung; Endspektrum: 
Hauptstreifen a) 566; b) 554, Nebenstreifen (sehr schwach) an- 
genahert 539 und 528. 

5. a) Kaufliches Rindfleisch. Hauptstreifen a) 566; b) 553; 
a> b. Nebenstreifen (sehr schwach) angenihert, a) 537; 
b) 528; nach */, Stunde dasselbe, b) Der Fleischauszug mit 
einer miBigen Menge Blutlésung gemischt, gibt. die Reaktion 
auch noch: a) 565; b) 555; a < b. 
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Anm.: Rindfleisch, etwa 13/, Stunden nach dem Tode 
untersucht, ergibt etwa dasselbe wie Versuch ,,5a“). — 

6. Menschliche Muskulatur (Oberschenkel, etwa 20 Stunden 
nach dem Tode, Tbe. pulm.). Hauptstreifen a) 5661/,; b) 554; 
a >b(!), Nebenstreifen sehr schwach, angenihert a) 536; b) 527. 

7. Menschliche Muskutatur, Oberschenkel, einige Stunden 
nach der Entnahme') untersucht. Hauptstreifen a) 565; b) 553. 

8. Menschlicher Herzmuskel, 1 Tag nach dem Tode unter- 
sucht, Hauptstreifen a) 567; b) 555'/,; a<b, von b nicht 
deutlich abgegrenzt. 

9. Die Brustmuskulatur von 4 Tauben, die durch Entbluten 
getétet waren, wird zerkleinert und gemischt. Nach etwa 2 Std. 
wird aus einem Teil ein Wasserauszug hergestellt und daran 
die Probe ausgefihrt: Hauptstreifen a) 565; b) 555; a < b. 

10. Kaufliches Rindfleisch, unter Ather 2 Wochen auf- 
bewahrt;.an dem ausgetretenen, noch viel Myochrom ent- 
haltenden roten Saft ergibt die Hydrazinhydratprobe: Haupt- 
streifen a) 567; b) 553, ,,a“ wenig starker als ,,b“, Nebenstreifen 
(schwach) angena&hert a) 534; b) 526. 


Zusammenfassung. 


1. Die von Mérner beobachtete und ausgemessene, auch 
von H.Ginther gesehene Abweichung zwischen dem Spek- 
trum einer Myochromlésung (frischer Wasserauszug aus dem 
Muskel) und einer waBrigen Oxyhamoglobinlésung wird bestitigt. 

2. Im Muskel der Taube findet sich gleich nach dem 
Tode au8er dem Myochrom durchweg in kleiner Menge ein 
Farbstoff, der eine Ahnliche Spektralerscheinung hervor- 
ruft wie das Himochromogen. Da er schon in starker Ver- 
diinnung einen auffallenden Absorptionsstreifen auf ungefaihr 
550 wp gibt, laBt er sich auch neben einem groBen Uberschu8 
von Myochrom auffinden, sofern dieses wenigstens zum grdéferen 
Teile in seiner sauerstofffreien Form vorliegt, in die es nétigen- 





1) Ich erhielt das gelegentlich einer Amputation gewonnene Material 
von Herrn Privatdozenten Dr. Briitt, dem ich auch an dieser Stelle 
meinen Dank ausspreche. 
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falls durch Behandlung mit Schwefelammonium zu iberfiihren 
ist. Der angegebene Absorptionsstreifen, den Mac Munn als 
the dominant band of myohaematin“ bezeichnete, ist bei ge- 
eigneter Dicke der Schnitte sehr oft in dem gleich nach dem 
Tode entnommenen Muskel spektroskopisch sichtbar, In den 
méglichst schnell daraus hergestellten Wasserausziigen habe 
ich den Farbstoff bislang nur dann nachweisen kénnen, wenn 
der Muskel vor der Verarbeitung wenigstens */,—1 Stunde 
gelegen hatte. 

8. Das vollstindige Spektrum des beschriebenen Farb- 
stofis besteht aus einem bei geringer Breite sehr dunklen 
symmetrischen Streifen (I.) auf 549'/, up und einem bedeutend 
schwicheren Streifen (I1.) auf etwa 519, bietet demnach ein 
ihnliches Absorptionsbild wie das Himochromogen; wegen der 
ausnahmslos beobachteten und stetig gleich groBen Verlagerung 
der Absorptionsstreifen gegeniiber denen des Himochromogens 
muB es von diesem unterschieden werden. Kin mit ihm vollig 
iibereinstimmendes Spektrum ist bislang fiir keinen anderen 
Farbstoff beschrieben worden; ich bezeichne es demnach als 
Myochromogenspektrum. Der zugehérige Farbstoff lift 
sich derart umwandeln, daB er das Myochromogenspektrum 
nicht mehr gibt; das gedachte Umwandlungsprodukt — My- 
atin — gibt in alkalischer Lésung mit Hydrazinhydrat erneut 
das Myochromogenspektrum. Die Identifizierung von Myatin 
und Mac Munns sog. unverindertem Myohimatin er- 
scheint mir nicht statthaft. -—- KEinige von Mac Munn 
wie auch von mir gesehenen Snektralerscheinungen lieBen 
sich mit der Annahme in Einklang bringen, da8 auch Mac 
Munns unverindertes Myohimatin im Muskel ent- 
halten sein kann (vgl. Vers. 4, 8S. 185, Taube, Vers. 6, Maus, 
auf S. 136). Ein endgiiltiges Urteil soll damit noch nicht ab- 
gegeben werden. 

4. Kleine Mengen von Myatin, die durch das Myatin- 
spektrum schon nicht mehr erkennbar sind, geben nach der 
Umwandlung in Myochromogen scharf erkennbar dessen Spek- 
trum. Da ein Gemisch aus viel ,reduziertem“ Myochrom oder 
Hamoglobin und wenig Myochromogen doch deutlich dessen 
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Spektrum, wenigstens den Streifen auf 550 aufweisen kann, 
liegt die Gefahr nahe, seine Menge im Verhiltnis zu den 
anderen Farbstoffen zu iiberschiitzen. Andererseits kann es, 
wo immer es in der Form Myatin vorliegt, leicht unerkannt 
bleiben, besonders im Gemisch mit viel Myochrom, Oxy- 
himoglobin oder Methimoglobin, denn das Myatinspektrum ist 
wenig ausgepragt. — 

Unter Beriicksichtigung dieser Tatsachen ergibt sich aus 
meinen Beobachtungen der SchluB, dab in den unmittelbar 
nach dem Tode entnommenen Muskeln von Tauben freies 
Myatin oder Myochromogen nur in geringer Menge vorhanden 
ist. In den einige Zeit nach dem Tode aus den Muskeln 
hergestellten Wasserausziigen konnte es (nach Zusatz von 
Schwefelammonium) schon in vermehrter Menge nachgewiesen 
werden. Im Muskel selbst tritt nach dem Tode sehr schnell 
eine Farbstoffumwandlung ein. — Fiir die Annahme, da8 im 
lebenden Muskel von Taube und Hund freies Myatin oder 
Myochromogen in gréBeren Mengen vorkomme, hat sich in 
meinen Fallen keinerlei Anhaltspunkt ergeben; die Anwesen- 
heit kleiner Mengen 1li8t sich allerdings nicht sicher aus- 
schlieBen. — Mac Munns Vermutung, daB der frische Brust- 
muskel der Taube nur oder fast nur Myohimatin enthalte, ist 
irrtiimlich. 

5. Das Myochromogen, kann aus dem als Myochrom be- 
zeichneten Farbstoffgemisch entstehen; es ist jedoch nicht 
sicher erwiesen, daB Myochromogen selbst als Baustein in 
einem Bestandteil des Myochroms enthalten ist. 

Myochromogen findet sich neben anderem Farbstoff in 
dem nach Struve-Mac Munns ,Athermethode* gewonnenen 
Fleischsaft. — UberlaBt man Fleisch bei 37 oder 50° ge- 
niigend lange (Wochen, Monate) der Selbstzersetzung, so kann 
der entstandene Fieischsaft als einzigen oder Hauptfarbstoff 
einen himochromogeniahnlichen Farbstoff aufweisen, der sich 
spektralanalytisch wie Myochromogen verhilt und vorliufig 
nicht von ihm unterschieden werden kann. 

6. Pyridinausziige aus frischem Taubenmuskel geben mit 
Hydrazinhydrat .dieselbe Haimochromogenreaktion wie «-Hi- 
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matin. Bei der Untersuchung des aus dem Muskel von Taube 
und Kalb mit Kisessig und Ather extrahierten Hamatins ergab 
sich bislang kein Anhaltspunkt dafiir, daB im Muskel Kopro- 
hamatin (das zum Koproporphyrin gehérige ,,Hamatin“) in freier 
oder gebundener Form vorhanden sei. Ein endgiiltiges Urteil 
ist aus dem auf 8.123 angegebenen Grunde noch nicht méglich. 

7. Es wird eine Spektralreaktion wiBriger Fleischausziige 
(mit Hydrazinhydrat) beschrieben, die an Blutlésungen nicht 
eintritt. 





Nachtrag bei der Revision: 


Nach Abschlu8 der Abhandlung erhielt ich (am 9. Sept. 1925) 
von Herrn D. Keilin einen Abdruck seiner Abhandlung: ,,On 
Cytochrome, a Respiratory Pigment, Common to Animals, 
Yeast, and Higher Plants“ (Proceedings ot the Royal Society, B, 
Vol. 98, 8. 312). K. erwihnt darin auf S. 330, daB in dem 
von ihm als Cytochrom bezeichneten Farbstoffgemisch von 
Anson und Mirsky bislang nur ein mit dem Himatin des 
Himoglobins identischer Kern (Haem. nucleus [,,iron-pyrrol 
compound“) festgestellt worden sei. — K. hat auch in ver- 
schiedenen Teilen von Pflanzen (z. B. Zwiebeln, Kartoffeln, 
Weizensamen, Bohnensamen), ferner in Hefe spektroskopisch 
himochromogenartige Bestandteile nachweisen kénnen. — Be- 
kanntlich haben H. Fischer und I. Hilger im Jahre 1924 
aus Bierhefe eine Substanz abscheiden kénnen, die das Pyridin— 
Himochromogenspektrum mit den Werten I. 555,7; IL 523,1 
und nach dem Aufkochen mit Kisessig Krystalle gab, die nach 
ihrer Angabe dem Himin 4hnlich, nicht aber damit identisch 
waren. Sie haben auch die Hefe selbst mit Pyridin aus- 
gezogen, iiber die davon erhaltenen spektroskopischen Befunde 
aber ein endgiiltiges Urteil nicht abgegeben [Diese Zs. Bd. 138, 
S. 290 u. 299 (1924)]. — Ich méchte obige Beobachtungen mit 
folgenden erweitern. 

I. Aus verschiedenen Sorten frischer Brennereihefe (teils 
im groBen in Fabrikpackung bezogen) habe ich regelmaBig 
mit Pyridin einen Auszug erhalten, der das Pyridin—Haimo- 

10* 
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chromogenspektrum mit den fir das Hamochromogen aus 
a@-Himatin genau zutreffenden Werten: I. 5571/,; IL. etwa 
5261/, lieferte.') (1 g Hefe, 10 com Pyridin; Filtrat zeigte ohne 
und mit Hydrazinhydrat den Streifen I bei 2 cm Schichtdicke 
schwach, bei 3—4 cm sehr deutlich.) — Aus weiBem Kabeljau- 
fleisch erhielt ich bei gleicher Behandlung schwachere Reak- 
tionen als aus Hefe! 

II. a) Bohnensamen lieferten qualitativ dasselbe Ergebnis. 
— Auch zeigte ein flaches, etwa '/,—1mm dickes Stiick einer 
ganz frischen weiBen Bohne, das mit Pyridin befeuchtet war, 
nach einiger Zeit im lichtstarken Spektrum (z. B. mit Verf. 
,Blutspektroskop“) deutlich den Streifen I mit der fiir das 
echte Himochromogen zutreffenden Lage. — Am Pyridinauszug 
aus einer frischen Bohne lieB sich das Spektrum mit einem 
gewohnlichen Spektroskop leicht zeigen. 

b) Aus einem frischen WalnuBkern erhalt man einen 
Pyridinauszug, der dasselbe Spektrum liefert: I. 557—557'/,; 
IL. 5261/, (bis 527). Das wiirde bei dem bisherigen Stande 
unserer Kenntnisse im landliufigen Urteil einen positiven 
Himatinbefund bedeuten. — Denselben Befund erhielt ich an 
frischen Haselniissen, ferner am Riickstand des Hisessig—Ather- 
extrakts von Walniissen. 

EKinen sicheren SchluB auf die Art des die Reaktion an 
Samen verursachenden Kérpers méchte ich meinerseits noch 
nicht ziehen, sondern vorerst nur bemerken, da8 ich bislang 
aus keinem der an frischem Material erhobenen Befunde 
einen Anhaltspunkt fiir das Vorhandensein von Koprohimatin 
habe entnehmen kénnen, Miissen diese an Pflanzen erhaltenen 
positiven Haimochromogenproben wirklich durch die Anwesen- 
heit einer Porphyrin—Eisenverbindung aus der Blutfarb- 
stoffreihe erklart werden — von Marchlewski sind bekannt- 
lich Phyllohimine beschrieben —, so darf mit gréBter Wahr- 
scheinlichkeit auf o-Himatin, bzw. die Eisenverbindung des 
a-Himatoporphyroidins geschlossen werden. 





1) Konzentriertere Ausziige, auBerdem in wechselnder Starke einen 
breiteren Streifen auf ungefihr 587; Pyridinauszug einer Brauereihefe 
gab ihn nur sehr schwach. 
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III. Frische Brennereihefe (in Fabrikpackung bezogen, 
Pyridinextrakt lieferte die «-Himochromogenreaktion), die mit 
Wasser zu diinnem Brei angerieben, mit Ather durchgeschiittelt 
und unter Ather einige Tage stehen gelassen wurde, lieferte 
einen gelben, klar filtrierbaren Wasserauszug, der gegen Lackmus 
deutlich sauer reagierte und stark das reine Myochromogen- 
spektrum gab. [I. schmal, scharf begrenzt, 5497/, (bis 550,2) 
II. schwach, etwa 520 (bis 521).] In oft wiederholten Ver- 
suchen wurde an so gewonnenem ,,Hefesaft« festgestellt, daB 
nach Zusatz von Kalilauge neben dem starken Streifen auf 
etwa 550 ein schwicherer als Vorschatten auf etwa 558 (bis 559) 
auftrat, wobei nachtriglicher Zusatz von Hydrazinhydrat keine 
Anderung bewirkte. Das Absorptionsbild entsprach also dem 
eines Gemisches aus wenig «-Himochromogen und viel Myo- 
chromogen. — Wurde der Hefesaft mit wenig Ferricyan- 
kaliumlésung versetzt, so verschwand das Myochromogen- 
spektrum, bei nachtriglichem Zusatz von Hydrazinhydrat er- 
schien es sogleich wieder. Wurde jetzt noch Kalilauge zu- 
gesetzt, so entstand rotwirts vom I. Myochromogenstreifen, 
unmittelbar an ihm, ein schwicherer symmetrischer Streifen, 
dessen Mitte auf etwa 5581/, lag. Die oxydierte Form des 
Koérpers gab in den angewandten Konzentrationen nur héchst 
schwache Absorptionserscheinungen, verhielt sich also auch in 
dieser Hinsicht wie das in der Abhandlung beschriebene 
Myatin aus Fleisch, — Wurde der Hefesaft mit Kalilauge 
gemischt und umgefillt oder kraftig umgeriihrt, so gab er das 
beschriebene Spektrum zunachst nicht mehr; es trat erst all- 
mihlich wieder auf, verschwand beim Umschiitteln und kam 
langsam wieder, wobei der Ort der Streifen derselbe blieb. 
Die besonders bei den ganz rohen Myochromogenpriparaten 
aus Fleisch von mir beobachtete gréBere Widerstandsfahigkeit 
gegeniiber dem Luftsauerstoff kann nicht als Beweis gegen die 
Identitét angesehen werden. — Die Ubereinstimmung in dem 
Myochromogenspektrum bei dem Atherversuch nach Mac Munn 
an Fleisch und dem Atherversuch an Hefe ist tiberraschend 
und von gréBter Bedeutung. Auf der Zentrifuge griindlich 
gewaschene Hefe ergab dasselbe. Der durch kurz dauernde 
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Autolyse der Hefe bei 40—50° erhaltene Saft ergab ebenfalls 
das Myochromogenspektrum. Wire die Ansicht von Hoppe- 
Seyler und Levy, daB das Auftreten des ,,modifizierten Myo- 
himatins* von Mac Munn (= ,,Myochromogen“) nur aus der 
vorherigen Anwesenheit von Hamoglobin erklirt werden kann, 
richtig, dann wirde das Ergebnis meiner Atherversuche an 
Hefe beweisen, daB sie Hamoglobin enthalt. Die in Wahrheit 
einzig beweisenden Spektren von Oxyhimoglobin, Methamo- 
globin und Himoglobin habe ich an Ausziigen von Hefe bis- 
lang nicht erhalten. Andererseits habe ich bei meinen Unter- 
suchungen nichts beobachtet, was gegen die Annahme spricht, 
daB Hefe als Zellbestandteil Himatin oder ein Himatinderivat 
(in irgendwelcher Bindung) enthalt. 

IV. 1. Pyridinauszige der Brustmuskulatur von Wespen 
geben stark das folgende Spektrum: I. ziemlich breiter symme- 
trischer Streifen auf ungefihr 585; IL dunklerer, schmaler, 
symmetrischer Streifen auf etwa 557,0; III. schwacher Streifen 
auf ungefahr 527,0, also etwa wie bei Hefe. Nach Zusatz 
von Hydrazinhydrat: Streifen I schwacher, verschiebt sich all- 
mihlich nach violett (zuletzt auf ungefahr 573); Streifen II stark, 
bleibt auf ungefahr 557. 

2. Brustmuskulatur von Wespen wird unter Zerdriicken 
und Reiben wiederholt mit Pyridin extrahiert, der Riickstand 
mit Alkohol gewaschen, schnell an der Luft getrocknet. und 
folgendermafen gepriift: a) mit Wasser befeuchtet: kein Spektrum; 
nach Zusatz eines Trépfchens Hydrazinhydrat: starkes Myo- 
chromogenspektrum (I. 549,6), b) mit Pyridin getrankt: kein 
Spektrum; nach Zusatz eines Trépfchens Hydrazinhydrat: 
starkes Myochromogenspektrum (I. 549,8); c) mit konz. Schwefel- 
siure verrieben, nach gentigender Auflésung: deutliches Por- 
phyrin—Saurespektrum, I. etwas unscharf, Mitte angenahert 602; 
III. ziemlich symmetrisch, Maximum ungefahr 555'/,. 

V. Die Brustmuskulatur einer Wespe erzeugt im Spektral- 
apparat deutlich das Myochromogenspektrum. Es laBt sich 
schon mit einem einfachen lichtstarken Spektroskop- auffinden. 
Bringt man das Praparat zwischen Glasplatten vor den Spalt 
eines stark beleuchteten Gitterspektrometers, so laBt sich der 
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Ort der zugehérigen Absorptionstreifen genauer bestimmen. 
In Bestatigung der Angaben Keilins habe ich au8Ser 
den beiden Myochromogenstreifen auf ungefaihr 550 
und 5211/, auch die tibrigen von Keilin angegebenen 
und gemessenen Streifen deutlich sehen kénnen (un- 
gefahr 604, 5641/,, 531). Ich habe mich wiederholt iiberzeugt, 
daB das beschriebene Spektrum in der Brustmuskulatur 
von Wespen oder Bienen schon in dem Augenblick sehr deutlich 
vorhanden ist, in dem das unter dem Spektroskop auf einem 
Objekttriger festgehaltene Tier durch Aufdriicken eines zweiten 
Objekttrigers getétet wird. Nach diesen Beobachtungen, die 
mit Keilins Befunden im Hinklang stehen, bezweifle ich nicht, 
daB in der Brustmuskulatur dieser Insekten auch wahrend des 
Lebens der das Myochromogenspektrum gebende Kérper vor- 
handen ist. — Auf den iibrigen wichtigen Inhalt der Abhandlung 
Keilins kann an dieser Stelle nicht mehr eingegangen werden. 

VI. Aus frischer Hefe laBt sich mit Eisessig—Chloroform 
eine Verbindung gewinnen, die das Pyridin—Hamochromogen- 
spektrum und bei der Behandlung mit Hydrazinhydrat—Eisessig 
das zugehérige Porphyrin liefert. 





Dem Japanausschu8 der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft danke ich ergebenst fiir die mir zur Durch- 
fihrung meiner Untersuchungen gewahrte Beihilfe. 


0. Schumm. 

















Uber das Lignin. 
I. Mitteilung. 


Von 


William Kiister und E. Schnitzler. 


(Aus dem Laboratorium fir organische und pharmazeutische Chemie der Technischen 
Hochschule Stuttgart.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21, Juli 1925.) 


Aus den iiberaus zahlreichen Untersuchungen iiber das 
Lignin kann bisher nicht der SchluB gezogen werden, daB der 
Stoff, welcher als ,,Lignin“ bezeichnet wird, ein chemisches 
Individuum vorstellt. Die kaum miteinander vereinbaren 
Resultate verschiedener Forscher lassen die Méglichkeit noch 
nicht zu, ein Gesamtbild vom Aufbau des Ligninmolekiils zu 
gewinnen, und die namentlich von P. Klason’) auf Grund 
seiner Beobachtungen entwickelten Vorstellungen einerseits, die 
in den Versuchsergebnissen von E. Heuser?) und A. Pictet*) 
eine Stiitze finden, wonach wir im q@-Lignin ein flavonartig 
gebautes Gebilde halb hydroaromatischer, halb aromatischer 
Natur vor uns haben, das im letzteren Teil Beziehungen zum 
Coniferylalkohol aufweist, die von W. Schrauth‘) abgeleitete 
Vorstellung andererseits, wonach im Lignin ein Benzophen- 





1) Chem. Ber. Bd. 53, S. 706 u. 1862 (1920); Bd. 55, S. 448, 455 (1922); 
Bd. 56, 8. 300 (1923); Svensk. Kem. Tidskr. Bd. 34, 8. 240; Chem. Zbl. 
1923, III, 8. 787. 

*) Chem. Ber. Bd. 56, S. 902 (1928). 

%) A. Pictet u. M. Gaulis, Helv. Chim. acta Bd. 6, S. 627 (1923). 

*) Zs. f. ang. Chem. Bd. 36, 8. 149, 571 (1923); Chem. Ber. Bd. 56, 
S. 2024 (1928); Bd. 57, S. 854 (1924). 
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anthrehkern enthalten ist, die ebenfalls experimentell begriindet 
ist, lassen eher den Gedanken aufkommen, daB entweder ein 
Gemisch vorliegt oder daB dem Lignin eine weit kompliziertere 
Zusammensetzung zugesprochen werden muB, als sie selbst 
durch Formeln mit 40 und mehr Kohlenstoffatomen’) zum 
Ausdruck gebracht wird. So viel steht aber wohl fest, daB dem 
Lignin ein zum mindesten partiell hydroaromatischer Charakter 
zugesprochen werden muf, was auch durch seine Mittelstellung 
zwischen Cellulose und Kohle bedingt ist, und fir einen solchen 
sprechen auch unsere Versuche, die zwar auch einen kriftigen 
Eingriff bedeuten, aber u. E. doch nicht so destruierend gewirkt 
haben wie etwa eine trockene Destillation mit Zinkstaub?) oder 
wie die Zersetzung durch eine Druckoxydation bei hoher Tem- 
peratur’), so daB die gewonnenen Spaltprodukte aller Voraus- 
sicht nach in nichster Beziehung zu dem eingesetzten Material 
stehen. Unsere Methode besteht in einem Verschmelzen des 
Lignins mit der doppelten Menge von #-Naphthol bei 180° 
bis 200°, zur Verwendung welchen Stoffes der eine von uns 
(EK. Schnitzler) nach vorbereitenden systematischen Unter- 
suchungen gelangt ist, die im Anschlu8 an ein Patent‘) und 
an die von Jonas ) gehandhabte Kinwirkung von Phenol in 
Angriff genommen worden waren, nachdem eine Anregung 
dazu wahrend einer praktischen Tatigkeit in den Ritgers 





1) Dem Flachslignin wird von J. Powel u. H. Wittacker, Jl. 
Chem. Soc. London Bd. 125, S. 857 (1924); Chem. Zbl. 1924, I, S. 2271; 
die Formel C,,H,,0,, erteilt; E. Beckmann u. O. Liesche, Biochem. Zs. 
Bd. 121, S. 293 (1921); Bd. 139, S. 491 (1928); Zs. f. angew. Chem. Bd. 34, 
S. 285 (1921) formulieren C,,H,,0,,; F. Paschke, Zs. f. angew. Chem. 
Bd. 34, S. 465 (1921); Cellul.-Chem. Bd. 4, S. 31 (1928) C,,H,,0,3; 
Br. Holmberg, Chem. Ber. Bd. 54, S. 2389, 2406, 2417 (1921) C,,H,,0,,. 

*) P. Karrer u. P. Bodding-Wiger, Helv. chim. acta Bd. 6, 
S. 817 (1923) erhielten dabei einen in gelben Nadeln krystallisierenden 
Kohlenwasserstoff (C,H,).. 

8) Fr. Fischer, H. Schrader, H. Tropsch u. A. Friedrich, 
Ges. Abh. z. K. der Kohle Bd. 6, 8. 1, 22, 271, 279, 289 (1928). 

4) Fr. Biihler- Kassel, DRP. 94467. 

5) Zs. f. angew. Chem. Bd. 84, S. 289 (1921). Vgl. auch W. Schrauth 
u. K. Quasebart, Chem. Ber. Bd. 57, 8. 854 (1924). 
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Werken erfolgt war. Die Schmelze l48t sich in verschiedener 
Weise aufarbeiten, am zweckm&Bigsten hat sich erwiesen, eine 
Lésung in Chloroform herzustellen, aus welcher durch Ather 
ein erstes Reaktionsprodukt gefallt wird. Das Filtrat gibt 
durch Petrolitherfillung ein zweites und aus den Mutterlaugen 
14Bt sich ein drittes gewinnen, fiir das wir, da es ein chemi- 
sches Individuum vorstellt, den Namen Merolignin in Vorschlag 
bringen. Es kann der Schmelze auch zusammen mit dem 
8-Naphthol durch eine Extraction mit Benzin entzogen werden. 
Die Summe der Mengen dieser drei Produkte kommt der 
Menge des eingesetzten Lignins sehr nahe, trotzdem beim 
Schmelzen die Abspaltung von sauer reagierendem Wasser und 
von Gasen eintritt, in denen das Vorhandensein von Kohlen- 
dioxyd und Methylchlorid nachgewiesen werden konnte’), so 
daB anzunehmen ist, daB sich das #-Naphthol an der Reaktion 
beteiligt, wofiir auch schon spricht, dab z. B. «-Naphthol 
keinerlei Wirkung hervorbringt. Dies betrifft die durch Ather 
oder durch Petrolither hervorgerufenen Niederschlige, die 
iibrigens in naher Beziehung zueinander stehen, da der erstere 
durch ein erneutes Zusammenschmelzen mit #-Naphthol 
wenigstens zum Teil in den letzteren iiberfithrt wird, wobei 
das Merolignin nicht wieder erhalten wird. Diese Befunde 
sind aber wichtig, weil aus ihnen erhellt, daB das Lignin aus 
zwei selbstandigen Komplexen besteht, die durch das Schmelzen 
mit #-Naphthol gespalten werden, welcher Eingriff als eine der 
Verseifung eines Esters an die Seite zu stellende Operation 
angesehen werden darf, ferner aber liefern sie uns den Beweis 
dafiir, da8 das Merolignin wirklich einen Teil des Lignins vor- 
stellt und nicht etwa aus dem Naphthol durch eine Um- 
wandlung hervorgegangen sein kann. Nun stellen die durch 
Ather und Petrolither hervorgebrachten Niederschlige amorphe 
und sichtlich noch hochmolekulare Stoffe vor, welche Methoxyi 
enthalten. Sie sind auch leicht veranderlich. Die analytische 
Untersuchung kann also nur zu beschriankt giiltigen Schliissen 





1) Letzteres verdankt sein Entstehen dem Zusatz weniger Kubik- 
zentimeter Salzsiiure, der sich als zweckmaBig erwiesen hatte. 
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fihren, zumal, wie erwahnt, §-Naphthol in das Molekil ein- 
getreten sein kénnte. Nun berechnet sich aus der Methoxyl- 
bestimmung fiir den Atherniederschlag, die bei verschiedenen 
Praparaten Ubereinstimmung zeigte, ein Mindestmolgewicht 
von 333 und hiermit harmoniert eine durch die empirische 
Formel C,,H,,0, = C,,H,,0,0CH, wiederzugebende Zusammen- 
setzung, mit der andererseits auch die fiir den Kohlen- und 
fir den Wasserstoff ermittelten Werte iibereinstimmen. Aus 
ihr geht aromatischer Charakter hervor, wobei aber zu beriick- 
sichtigen ist, daB bei der Schmelze Wasser und Methylalkohol 
abgespalten wird. Dieser braungefarbte Stoff lést sich in 
Atzalkalien, nicht aber in Soda, woraus hervorgeht, daB die 
Saurenatur phenolischen Charakter hat. Aus den bei der 
Analyse des Petrolatherniederschlags sich ergebenden Werten 
l4Bt sich entnehmen, daB dieser Stoff durch Wegnahme einer 
(CH,0),-Gruppe aus dem ersteren entstanden sein kénnte, ihm also 
die Formel (C,,H,,0,), zukéme. Er ist noch leichter zersetzlich 
wie der Atherniederschlag und die Veranderung, die er noch 
- in petrolaitherfeuchtem Zustande beim Stehen an der Luft 
erleidet, besteht in der Abspaltung einer stark sauer reagierenden 
wiBrigen Fliissigkeit und der eines stechend riechenden, die 
Augen zu Tranen reizenden Gases, Es kénnte sich um Essig- 
siure, Ameisensiure und Formaldehyd handeln. Am meisten 
Interesse verdient natiirlich das krystallisierte Merolignin, das, 
da ja die durch Ather und Petrolather fallbaren Produkte 
offenbar zusammengehéren und der Menge nach bis zu etwa 
90°/, des eingesetzten Lignins entsprechen, den zweiten und 
der Menge nach zuriickstehenden Teil des ganzen Molekiils 
vorstellt. Es kann aus den Mutterlaugen, die den allergréBten 
Teil des verwendeten #-Naphthols in unverindertem Zustande 
enthalten, durch seine Schwerléslichkeit in kaltem Alkohol 
herausgearbeitet oder der Schmelze zusammen mit dem 
f-Naphthol durch eine Extraction mit Benzin entzogen werden 
und verrat seine Anwesenheit durch die intensiv blaue Fluoreszenz 
seiner Lisungen. Die Ausbeute an Merolignin betragt etwa 
10°/, des eingesetzten Lignins. Es bildet farblose feine Nadeln, 
die bei 205—206° schmelzen. Die Analysen weisen auf eine 
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Zusammensetzung hin, die durch die Formel ©,,H,,O zum 
Ausdruck gebracht wird — leider war eine Molekulargewichts- 
bestimmung noch nicht méglich. Aus der empirischen Formel 
geht wieder der aromatische Charakter mit kondensierten Ring- 
systemen hervor, wieder mit der Einschrinkung, daB bei seinem 
Entstehen eine Abspaltung von Wasser mitgespielt hat. Der 
Sauerstoff mu8 in oxydischer Bindung vorliegen, da ein nicht 
saurer Stoff vorliegt, der allerdings unter der EKinwirkung von 
Alkalien eine Anderung erleidet, die zur Verharzung fihrt, 
was bei Versuchen ermittelt wurde, die auf eine Trennung 
vom f-Naphthol mittels der Alkaliléslichkeit des letzteren 
abzielten. Doch gelang es bisher nicht, eine Aldehyd- oder 
Ketongruppe nachzuweisen. In Chloroform gelést erfahrt das 
Merolignin durch Brom eine bemerkenswerte Anderung insofern, 
als sich dabei ein goldrotes krystallisiertes Abbau- und Brom- 
additionsprodukt ©,,H,,Br, bildet, das bei 267° unter Zer- 
setzung schmilzt. In konzentrierter Salpetersiure lésen sich 
die farblosen Nadeln mit intensiv dunkelroter Farbe auf, eine 
Reaktion, die an die blutrote Farbe erinnert, welche in Schwefel- 
siure geléstes Morphin durch eine Spur Salpetersiure annimmt. 
Nach dem Verdiinnen mit Wasser krystallisiert aus der zum 
Sieden erhitzten Lésung beim Erkalten ein dunkelrcter Stoff 
in langen Nadeln aus, die bei 203° unter Gasentwicklung 
schmelzen. Die Analysen fiihren zur Formel C,,H,,0O,N. Es 
hat also anscheinend neben einer Nitrierung die Abspaltung 
einer Gruppe C,H, stattgefunden, doch liegen noch nicht genug 
Beobachtungen vor, die einen Einblick gestatten. Es wurde 
noch festgestellt, daB unter dem Hinflu8 von Kaliumcarbonat 
in der atherischen Liésung eine vollstandige Umwandlung ein- 
tritt, die Farbe schliagt in Gelb um und nun liegt ein basischer 
Stoff vor, der sich der alkalischen Liésung durch Ather ent- 
ziehen laBt und aus der Atherischen Lésung dann in Salzsiure 
iibergeht. 

Das Merolignin zeigt also eine ganz auffallende Reaktions- 
fahigkeit. Es hat den Anschein, als ob der benzoide Bau in 
ihm an einer Stelle leicht in den chinoiden iibergeht, der dann 
weitere Veranderungen erleidet. Wir werden an die Hopfen- 
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bittersiuren') erinnert und zugieich auch an das von Schrauth 
als Grundsubstanz des Lignins angenommene 9,10 Benzo- 
phenanthren, dessen empirische Formel C,,H,, einen Zusammen- 
hang mit unserem durch Salpetersiure gewonnenen Abbau- 
produkt erkennen 1aB8t, auch eréffnet sich ein Ausblick auf den 
Zusammenhang zwischen dem Lignin und den Harzsiuren, die 
als Abkémmlinge verschiedener Phenanthrenderivate*) «n- 
zusehen sind, wahrend andererseits die Beziehungen des Lignins 
zur Cellulose durch die Méglichkeit der Phenanthrensynthese 
aus Cumaron und Benzol angedeutet sind. Noch sei darauf 
hingewiesen, daB das Holz durch die §-Naphtholschmelze eben- 
falls eine vollkommene Auflésung erleidet, wihrend nach der 
Trennung von den Hauptbestandteilen nur das Lignin reagiert, 
die Cellulose aber unverindert bleibt. Wir nehmen daher im 
Gegensatz zu P. Karrer*) an, daB im Holz Cellulose und Lignin 
sich in chemischer Bindung befinden, daB dieser Verband bei 
der Schmelze gelést und daB der Celluloserest, der hier ver- 
bleibt, durch die EKinwirkung des Naphthols oder der erhéhten 
Temperatur eine eingreifende Verainderung erfahrt, tiber deren 
Chemismus wir allerdings noch nichts aussagen kénnen. 

Als gegeniiber den bisherigen Ergebnissen neu méchten 
wir die aus unseren Untersuchnngen hervorgehende Erkenntnis 
verzeichnen, daB das Lignin, als einheitliches Individuum auf- 
gefaBt, sich aus zwei voneinander verschiedenen Teilen aufbaut, 
von denen der eine in tiberwiegender Menge vorhanden ist, 
so da es sich entweder um einen hoch- und einen nieder- 
molekularen Bestandteil handelt oder da8 an 1 Mol des letzteren 
mehrere Molekiile des anderen Bestandteils angeschlossen sind.*) 





1) W. Wélimer, Chem. Ber. Bd. 49, S. 780 (1916); H. Wieland, 
W. Schneider u. E. Merck, Chem. Ber. Bd. 58, S. 102 (1925). 

*) O. Aschan u. Virtanen, Liebig, Ann. der Chem. Bd. 424, 
S. 150 (1921); L. Ruzicka, H. Schinz, J. Mayer u. Fr. Bales, Helv. 
chim. acta Bd. 6, S. 692, 1077 (1923); Bd, 7, S. 458, 875 (1924). 

8) P. Karrer u. F. Wilmer, Helv. chim, acta Bd. 4, S. 700 (1921). 

*) Eine esterartige Verbindung der inkrustierenden Substanz mit 
der Cellulose haben F. Hoppe-Seyler, Diese Zs. Bd. 18, S. 77 (1889); 
F. Czapek, Diese Zs. Bd. 14, 8. 15, 218 (1890); Grafe, Mon.-H. fiir 
Chemie Bd. 25, 8. 987 (1904) angenommen. 
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Die eriibrigten Befunde gedenken wir weiter auszubauen 
und auch auf andere Harze auszudehnen. Diesbeziigliche 
Untersuchungen behalten wir uns vor. 


Experimenteller Teil. 


Bei den ersten Versuchen wurde entharztes Fichtenholz- 
mehl mit Athracenél in einer guBeisernen, mit Rithrwerk ver- 
sehenen Retorte bis zu einer Innentemperatur von 260° er- 
hitzt. Die bis 200° tibergehenden Bestandteile wurden dabei 
abdestilliert und lagen dann in einer Menge vor, welche die 
Menge der bis 260° itibergehenden Bestandteile des Anthracen- 
dls, die in Kontrollversuchen ohne Holzmehl festgelegt wurde, 
iibertrafen. Der Uberschu8 entsprach 71,5°/, des eingesetzten 
Holzes, 84°/, davon waren waBriger Natur. Danach hatte eine 
Umwandlung sowohl des Lignins wie der Cellulose statt- 
gefunden. Dies bestatigte ein Versuch, bei dem 90g An- 
thracenél und 10 g trockenes Fichtenholzmehl langsam auf 
200° erhitzt und einige Zeit bei dieser Temperatur gehalten 
wurden, worauf noch hei8 abgenutscht und der Riickstand mit 
Benzol ausgewaschen wurde. Es verblieben dann nur 1,8 g 
oder 18°/, des eingesetzten Holzes. Dieser Riickstand ergab, 
mit hochkonzentrierter Salzsiure behandelt, 60 °/, nicht hydro- 
lysierbare Stoffe. Im Filtrat lieB sich Glykose als Phenyl- 
glykosazon nachweisen. Bei diesen Versuchen fiel auf, daf 
sich aus den tiber 290° iibergehenden Destillaten beim Er-— 
kalten eine reichliche krystalline Abscheidung, bestehend aus 
Anthracen, Phenanthren und Carbazol, einstellte. Es lag also 
der SchluB nahe, da8 bei der Kinwirkung auf das Holz dem 
Anthracenél ein Stoff entzogen worden war, der diese Aus- 
scheidung beim nicht verinderten Anthracenél verhinderte. 
Entzieht man nun letzterem seine sauren Bestandteile, die 
meist aus Phenolen bestehen, und destilliert alsdann, so zeigen 
die hochsiedenden Bestandteile dieselbe krystalline Ausscheidung. 
Demnach muBten es die sauren Bestandteile sein, die auf das 
Holz einwirken und dabei dem Ol entzogen werden. In der 
Tat gelang es dann, mit den sauren Bestandteilen des Anthracen- 
éls rasch Holz bis zu 5,8°/, aufzulésen, das neutrale Ol. griff 
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das Holz kaum an. Hs handelte sich also um einen dhnlichen 
Vorgang wie bei der Verwendung von Phenol, dessen lésende 
Wirkung auf Lignin schon linger bekannt war und der in 
neuerer Zeit von Jonas naher studiert worden ist.) 

Von den méglichen sauren Bestandteilen des Anthracen- 
dls wurden zuniachst als leicht zuginglich die Naphthole fir 
weitere Versuche gewahlt, wobei sich zeigte, daB aw-Naphthol 
nur eine ganz geringe lésende Wirkung ausiibte, wahrend 
f-Naphthol das Sigmehl allmahlich léste und zwar bei Tem- 
peraturen, die nicht wesentlich héher lagen als bei Verwendung 
von siedendem Phenol. 

Versuch 1. In einem 100 ccm fassenden Weithalsrund- 
kolben werden 30g a-Naphthol mit 5g Saigmehl zusammen 
geschmolzen und im Luftbade wihrend 7 Stunden auf 200 bis 
210° erhitzt. Um eventuell entstehende leichter fliichtige Be- 
standteile zu kondensieren, wird ein.1m langes Luftkihl- 
rohr auf den Kolben aufgesetzt. Beim Schmelzen farbt sich 
das Sigmehl blaBrot, etwas dunkler als das «-Naphthol ur- 
spriinglich gefirbt war. Nach dem Erkalten wird die Schmelze 
in Ather aufgenommen und vom Ungelésten filtriert. Es zeigte 
sich, daB das Sigmehl fast unverindert und seiner ganzen 
Menge nach zuriickerhalten wurde. 

Versuch 2. In gleicher Weise wie bei 1. werden 30 ¢ 
B-Naphthol mit 5 g Sagmehl zusammen geschmolzen, wobei 
sich letzteres allm&hlich intensiv karminrot farbt; schlieBlich 
tritt dunkelrotbraune Lésung ein. Nach 7 stiindigem Erhitzen 
auf 200—210° wird die Schmelze erkalten lassen und ein 
Teil derselben mit Ather behandelt, wobei ein braungrauer, 
sehr voluminéser Riickstand verbleibt, wahrend die im durch- 
fallenden Licht rotbraun gefirbte Atherische Lisung intensiv 
blau fluoresciert. 

Bei der Untersuchung des ausgewaschenen und getrockneten 
Riickstandes unter dem Mikroskop zeigten sich vollkommen 
erhalten gebliebene einzelne Faserzellen neben gréBeren Stiicken 
von Faserbiindeln. Erstere gaben keine Ligninreaktion mit 





1) Zs. f. angew. Chem. Bd. 34, 8. 289 (1921). 
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Phloroglucinsalzséure, die letzteren zeigen sie noch, aber nur 
in der Mitte. Prift man andererseits mit Chlorzinkjodliésung 
auf Cellulose, so tritt bei den Einzelfasern und am Rande 
der gréBeren Stiicke eine deutliche Blaufarbung auf, wahrend 
der Kern nicht angefarbt wird. Cellulose war also noch vor- 
handen, das Lignin dagegen zum gréBten Teil gelést worden, 
quantitative Schitzungen wiesen aber darauf hin, dab aus dem 
Holz mehr Substanz herausgelést worden war, als den Incrusten 
(etwa 28°/,) entsprechen wiirde. 

Auch Benzol lést die Schmelze mit rotbrauner Farbe und 
unter Zuriicklassung eines braungrauen Riickstandes. Die 
Lésung fluoresciert stark blau; Alkohol zeigt ein uhnliches 
Lésungsvermégen. Eine Trennung der Bestandteile durch 
Ausschiitteln der atherischen Lisung mit Lauge gelingt nicht, 
da hierbei auBer dem 6-Naphthol auch alle sonstigen Reaktions- 
produkte in Lésung gehen. Auskochen der Schmelze mit 
Wasser fiihrt zur Entfernung des gréBten Teiles des 6-Naphthols. 
Wird der schwarzbraune Riickstand in Alkali gelést und diese 
Lisung ausgeathert, so nimmt der Ather weingelbe Farbe an 
und fluoresciert stark blau. Der Riickstand der Atherischen 
Lésung, eine braune, harzige Masse, in die feine nadelférmige 
Krystalle eingebettet sind, gibt an Petrolather neben 8-Naphthol 
die Krystalle ab. Jhre Menge erwies sich als sehr gering, 
doch war erwiesen, daB sich durch die Schmelze mit 6-Naphthol 
ein charakteristischer Stoff bildet und es war anzunehmen, da8 
er aus dem Holz stammte. 

Die nichsten Versuche sollten tiber die Héhe der ein- 
zuhaltenden Temperatur genauen AufschluB bringen. 

Versuch 3. 5g trockenes, entharztes Fichtenholzsigmehl 
werden mit 15 g #-Naphthol im Einschmelzrohr 5 Stunden auf 
205° erhitzt. Beim Offnen zeigt sich kein Druck, nach der 
Behandlung mit Ather bleiben 4,72 g Sagmehl kaum verandert 
zuriick. Die atherische Lisung zeigt keine Fluorescenz. 

Versuch 4. Bei sonst gleicher Anordnung wie bei 3. wird 
hier auf 250° erhitzt. Beim Offnen der Bombe zeigt sich ein 
starker Uberdruck und es entweicht Gas, das die Flamme 
leicht grin farbt, und anscheinend brennbare Teile enthilt, es 
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brennt jedoch von selbst nicht weiter. Nimmt man die dunkel- 
braune Schmelze mit Ather aut, so hinterblieben nur 0,2 g = 4°/, 
des eingesetzten Sigmehles. Aus der atherischen Lisung flockt 
ein brauner Niederschlag aus, der nach der Extraktion mit 
Ather an Benzol den die blaue Fluorescenz bewirkenden Stoff 
abgibt. Nach dem Abdampfen des Benzols konnte er in Nadeln 
krystallisiert erhalten werden. — Wird der Riickstand der 
atherischen Lésung der Destillation unterwopfen, so gehen bis 
280° einige Tropfen brenzlich riechender saurer Flissigkeit 
iiber, bei 285° destilliert f-Naphthol ab, bei 295° mischte sich 
ihm ein stark gelb gefarbter Stoff bei und die Lésung dieses 
Teiles in Alkohol ist rotbraun gefirbt und weist starke, dunkel- 
blaue Fluorescenz auf. Der bei der Destillation verbleibende 
Riickstand lést-sich in Ather unter Abscheidung des braunen 
flockigen Niederschlages, die Lésung selbst fluoresciert stark blau. 

Die im Versuch 4. eingehaltenen Bedingungen erschienen 
somit fiir die Zerlegung der Holzbestandteile im gewiinschten 
Sinne geeignet. Der Versuch wurde daher im gréBeren Mab- 
stabe im Autoklaven wiederholt, wobei bei 260° Innentemperatur 
ein Druck bis zu 17 Atmosphiren beobachtet wurde.') Bei 
der Aufarbeitung der Schmelze wurde festgestellt, daB sich 
der die Fluorescenz hervorrufende Stoff auch mit Petrolaither 
extrahieren laBt. Doch gelang die Isolierung gréBerer Mengen 
im reinen Zustande auch bei diesem Versuch nicht. 

Um eine engere Begrenzung herbeizufiihren, wurden nun- 
mehr die beiden Hauptbestandteile des Holzes getrennt der 
Schmelze mit -Naphthol unterworfen. 

Das Lignin war nach Willstatter-Zechmeister mittels 
hoch konzentrierter Salzsiure aus Fichtenholzsigspinen dar- 
gestellt worden und stellte ein hellbraunes Pulver mit starkem 
Vanillingeruch vor. Als Cellulose wurde Filtrierpapier ein- 
gesetzt. 

Versuch 5. 10g @-Naphthol werden in einem 100 ccm 
fassenden Weithalsrundkolben geschmolzen, die Temperatur 





1) Leider wurde der Autoklav undicht, so daB die Gase waihrend 
des Erkaltens entwichen. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie, CIL, 11 
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bis 180° gesteigert und langsam 3g Lignin eingetragen. Hs 
léste sich nach kurzer Zeit zu einer rotbraunen klaren Schmelze, 
wobei Wasserabspaltung beobachtet wurde. Der Versuch bleibt. 
3 Stunden im Gang, dann l4B8t man erkalten. Die Schmelze 
erstarrt zu einer schwarzen, pechabnlichen Masse. Sie wird 
nach langerem Stehen an der Luft vollkommen hart und spréde 
und la8t sich in der Reibschale zu einem feinen, braunen 
Pulver zerreiben. 


Versuch 6. Die Versuchsanordnung ist genau dieselbe 
wie bei 5., nur werden statt des Lignins 3 g Filtrierpapier- 
schnitzel eingetragen. Die Schmelze farbt sich im Laufe des 
Erhitzens ganz leicht rot, das Filtrierpapier wird jedoch nicht 
gelést und kann nach dem Erkalten durch Weglésen des 
Naphthols mittels Ather unverandert zuriickerhalten werden.?) 
Ein Reagenzglasversuch zeigte dann noch, daB selbst siedendes 
8-Naphthol (T. 286°) keine Lésung bewirkt. 


Die Versuche zeigten also, da8 isolierte Cellulose im 
Gegensatz zu der im Holz vorliegenden nicht angegriffen wird, 
wihrend das Lignin der Zerlegung anheimfallt. Bei der Auf- 
arbeitung der vom Versuch 5. stammenden Schmelze erwies 
sich zur Trennung ihrer Bestandteile das folgende Verfahren 
als zweckmaBig. Man lést die Schmelze in Chloroform, filtriert 
von einem geringen Riickstand und fallt das Filtrat?) durch 
Ather. Der braune Niederschlag wird abfiltriert, gut mit Ather 
gewaschen und auf einem Tonteller getrocknet. Aus dem 
atherischen Filtrat werden die Lésungsmittel zur Halfte ab- 
destilliert und dann mit Petrolither ein ockergelber Nieder- 
schlag erzeugt.*) Er muB nach dem Filtrieren und Auswaschen - 
sofort auf dem Tonteller getrocknet werden, da er sich sonst 
zersetzt, Aus dem Filtrat werden die Liésungsmittel voll- 





1) Die rétliche Farbung der Schmelze diirfte auf Spuren von Lignin 
zuriickzufitihren sein, die im Filtrierpapier noch vorhanden waren. 

*) Wenn viel Chloroform zum Lisen verwendet wurde, ist es zweck- 
miBig, einen Teil vor der Atherfallung abzudestillieren. 

*) Direktes Fallen der Chloroformlésung mit Petrolither gibt einen 
schmierigen Niederschlag. 








Uber das Lignin. : 161 


stindig abdestilliert. Weitere Versuche zeigten, daB als 
giinstigstes Mengenverhiltnis das von 2 Teilen Naphthol auf 
1 Teil Lignin anzusehen war. 


Versuch 7 diente dazu, einen Uberblick tiber die Mengen 
der erhaltenen Spaltungsprodukte nach dem soeben geschilderten 
Verfahren zu erhalten. Es wurden 10g #-Naphthol mit 5 g 
Lignin unter Zusatz einiger Tropfen konzentrierter Salzsiure 
im Porzellantiegel bei 180—200° zusammengeschmolzen und 
die Schmelze 2 Stunden bei 200° gehalten, wobei ein Teil des 
B-Naphthols heraussublimierte. Nach dem Erkalten wog die 
Schmelze denn auch nur noch 10g. Fir die Berechnung ist 
angenommen worden, daB der Verlust lediglich aus oo. 
bestand, obgleich die Abspaltung von Wasser und Gas, dié ja 
eintritt, auf Rechnung des Lignins zu setzen ist. Wie aus 
der Tabelle ersichtlich, ergeben sich bei dieser Berechnungs- 
art schon 100°/, des eingesetzten Lignins, wenn nur der in 
Chioroform unldsliche Teil, der Ather- und der Petrolnieder- 
schlag addiert werden. Da aber im ,,Riickstand“ ebenfalls 
noch ein Zerfallsprodukt des Lignins enthalten ist, muB ge- 
folgert werden, daB f-Naphthol in die beiden Niederschlige 
eingetreten ist. 


Aufarbeitung von 5 g der Schmelze. 























Auf die 
Gramm Schmelze Auf Lignin 

bezogen bezogen 
In Chloroform unldéslich 0,4 8 J, 16 °/, 
Atherniederschlag . . . 1,5 30 60 
Petrolitherniederschlag . 0,6 12 24 
Rickstand. .. ."°. . 2,3 46 ae 
- Aufarbeitungsverlust . . 0,2 4 — 


Weitere Versuche bestitigten die allgemeine Anwendbar- 
keit des beschriebenen Trennungsverfahrens und es wurde nun 
dazu tibergegangen, die isolierten Fraktionen analytisch zu 
charakterisieren, 


11* 
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A. Der Atherniederschlag. 


Der durch Fallung der filtrierten und eingeengten Chloro- 
formlésung der Schmelze mittels Ather hervorgerufene Nieder- 
schlag setzt sich rasch ab und laBt sich abnutschen, wird 
jedoch besser in kleinen Portionen filtriert und diese nach 
griindlichem Auswaschen mit Ather auf Tontellern abgepreBt. 
Nach dem Trocknen wird der Stoff nochmals mit Ather zer- 
rieben und mit diesem Lésungsmittel extrahiert, um _hart- 
nackig anhaftendes #-Naphthol zu entfernen, das sich manch- 
mal beim Trocknen noch als Ausblabung auf ihm zeigt. Nach 
der Extraktion wird wieder auf Tontellern abgepreBt und im 
Vakuum getrocknet. Der zerriebene Stoff stellt ein hellbraunes 
Pulver vor, das von 155° an unter Zersetzung schmilzt. 

1. Priparat. 


0,1569 g Substanz (im Vakuum) gaben 0,4239 g CO,, 0,0735 g H,O 
und 0,0009 g Asche. 

9,94 mg Substanz (im Vakuum) gaben 7,0 mg AgJ. 

2. Priiparat. 

0,1198 g Substanz (im Vakuum) gaben 0,3252 g CQ,, 0,0544 ¢ H,O 
und 0,0004 g Asche. 

6,6 mg Substanz (im Vakuum) gaben 4,76 mg AgJ. 

5,96 mg ” ” ” » 4,04 mg AgJ. 

(C,9H,,0,)s = C,,H,30,-OCH, 

Ber. 174,01°/, C 5,23 %/, H 4,88°/, CH, 


Gef. 74,18 5,28 4,5 3) 
14,8 5,1 4,6 
~ te 4,3 


Zum Vergleich seien die Methylzahlen fir das verwendete 
Lignin angefihrt. 

1. 6,11 mg Substanz gaben 5,49 mg AgJ. 

2. 8,3 mg ” » 1,04 mg Ag, 
was 5,75 bzw. 5,81 °/, CH, entspricht, wonach bei der Naphthol- 
schmelze eine Herausnahme von Methoxyl stattgefunden haben 
und in dem Atherniederschlag ein Gemisch vorliegen muB, das 
die methoxylfihrende Komponente des Lignins zum Teil un- 
verandert, zum Teil des Methoxyls beraubt, enthalten kénnte. 





*) Auf aschefreie Substanz berechnet. 
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Der braune Atherniederschlag lést sich nicht in Soda- 
lésung, aber in 7°/,iger Kalilauge beim Erwirmen klar auf. 
Bei der Dialyse ging ein Teil des Stoffes mit braungelber 
Farbe in das AuSenwasser. Aus der alkalischen Lésung wird 
durch Sauren wieder ein dunkelbrauner, amorpher Nieder- 
schlag gefallt, sie wird aber auch durch Kochsalz ausgesalzen. 


B. Der Petrolatherniederschlag. 


Das Filtrat der Atherfallung hat rotbraune Farbe und 
fluoresciert blau. Es wird stark eingeengt und nach yoll- 
standigem Erkalten durch langsames Eintragen von Petrol- 
ther gefallt. Der ockergelbe Niederschlag ballt sich leicht 
zusammen, zeigt aber mitunter schon innerhalb der Liésung 
Neigung zum Verharzen. Er wird deshalb in kleinen Portionen 
abfiltriert, nachgewaschen und auf Tontellern rasch getrocknet. 
Auf dem Filter verharzt er allmahlich unter Zersetzung und 
Abscheidung eines stechend riechenden, die Augen zu Trinen 
reizenden Gases, dabei scheiden sich Wassertrépfchen aus, die 
sauer reagieren. Noch schneller geht diese Zersetzung bei 
leichtem Erwarmen yon statten. Auf dem Tonteller in diinnen 
Schichten laBt er sich jedoch anscheinend unzersetzt zu einem 
ockergelben Pulver trocknen. Er wird dann mit Petrolither 
angerieben und mit diesem Loésungsmittel extrahiert, dann 
wieder auf Tonteller gebracht und im Vakuum zur Konstanz 
getrocknet. Er ist amorph und schmilzt unter Zersetzung bei 
160—168°. 

Bei der Analyse wurden namentlich, was das Methoxyl 
betrifft, schwankende Werte erhalten, nimlich 3,5—4,25 °/, CH,, 
woraus eine weitere Abnahme an Methoxyl gegeniiber dem 
Atherniederschlag erhellt. Da nun die Elementaranalyse eine 
Zunahme im Kohlenstoffgehalt anzeigt, kann an weitere Ab- 
spaltung von Methylalkohol gedacht werden, womit auch die 
gegentiber dem Atherniederschlag stark vermehrte Labilitat 


in Hinklang gebracht werden kann. 

0,0990 g Substanz (im Vakuum) gaben 0,2797 g CO,, 0,0444g¢ H,O 
und 0,0005 g Asche. 

0,0926 g Substanz (im Vakuum) gaben 0,2615 g CO,, 0,0436 g H,O 
und 0,0005 g Asche, 
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woraus sich berechnen: 

77,44 bzw. 77,44°%/, C und 5,04 bzw. 5,3°/, H, 
welche Werte allerdings am besten mit den aus der Formel 
(C,,0,,0,). berechneten: 


ee 77,67°/, © und 5,07%, H 
iibereinstimmen. 


Wahrend nun das verwendete Lignin eine kirschrote 
Farbung mit Phloroglucin—Salzsiure gibt, wird der Ather- 
niederschlag nur dunkelbraun gefirbt und der Petrolither- 
niederschlag zeigt eine leichte Rotfirbung. Die Gruppe im 
Lignin, welche die charakteristische Farbenreaktion bedingt, 
ist also bei der Schmelze mit @-Naphthol entweder abgesprengt 
oder verindert worden. 

Versuch 8. Schmilzt man den Atherniederschlag unter den 
bereits beschriebenen Bedingungen von neuem mit §-Naphthol 
zusammen, so list sich die Schmelze nach dem Erkalten in 
Chloroform restlos auf. Durch Ather wird dann wieder ein 
brauner Niederschlag gefallt, das Filtrat ist nur leicht rotbraun 
gefarbt, zeigt aber keine Spur von Fluorescenz. Der letztere 
bedingende Stoff mu8 also bereits durch die erste Schmelze 
bei der Sprengung des Ligninmolekils herausgenommen worden 
sein. Dagegen laBt sich der ockergelbe Stoff aus der Ather— 
Chloroformlésung mit Petrolither wieder ausfillen. 

Sehr groBe Schwierigkeiten bereitete das Herausarbeiten 
des die Fluorescenz der Lisungen bewirkenden Stoffes aus 
dem Gemisch mit £-Naphthol, mit dem er fast gleiche Léslich- 
keitsverhiltnisse aufweist oder durch dessen Liésungen er in 
Lésung gehalten wurde. Der naheliegende Versuch, daB 
8-Naphthol durch seine Alkaliléslichkeit abzutrennen, scheiterte 
daran, daB nach dem Ausschiitteln des eingeengten Filtrats 
vom Petrolitherniederschlag mit Lauge der Riickstand der 
itherischen Lésung, obwohl sie sorgfaltig mit Wasser aus- 
geschiittelt und dann getrocknet worden war, regelmibig im 
verharzten Zustande gewonnen wurde. Bei einer Destillation 
der mit #-Naphthol erhaltenen Schmelze bei 15mm Druck 
enthielten allerdings die bei 240—250° tibergehenden Anteile, 
die salbenartig erstarrten, wesentliche Mengen des. die Fluores- 
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cenz bewirkenden Stoffes. Beim Aufnehmen in Alkohol blieben 
sie gréBtenteils zuriick, doch erwies sich dieser Riickstand 
noch als sehr unrein und beim Umkrystallisieren aus Chloro- 
form wurde schlieBlich nur eine sehr geringe Menge eines bei 
205° schmelzenden, schén krystallisierenden Stoffes erhalten, 
der das gesuchte Produkt vorstellte. Am zweckmaBigsten 
erwies sich endlich eine Extraktion der mit $-Naphthol er- 
haltenen Schmelze ohne Isolierung des Ather- wie des Petrol- 
atherniederschlages mit einem Petrolither vom Siedep. 110 
bis 180°. Bei linger fortgesetzter Extraktion scheidet sich 
im Kolben eine Krystallisation ab, wahrend die hiervon ab- 
getrennte Lésung nach dem Einengen viel #-Naphthol aus- 
krystallisieren 148t, Dampft man das Filtrat vollends ein und 
behandelt den Riickstand mit kaltem Alkohol, so hinterbleiben 
weitere Mengen des gesuchten Stoffes, fir den wir den Namen 
Merolignin vorschlagen, wahrend der Rest des #-Naphthols 
und ein weiterer Stoff in Lésung geht, der ihr eine anfinglich 
stark blaue Fluorescenz verleiht, die aber allmahlich iiber 
hellbraun und rotbraun in ein dunkles Griin umschligt. Der 
hier vorliegende Stoff scheint daher autoxydabel zu sein, er 
ist in Substanz noch nicht gefaBt worden. 

Das noch unreine Merolignin wird zunachst aus heifem 
Chloroform umkrystallisiert, in welcher Lésung seine intensive, 
blaue Fluorescenz ganz besonders zur Geltung kommt, und in 
langen, farblosen Nadeln erhalten. Die Analysen geben aber 
schwankende Werte trotz des scharfen Schmelzpunktes von 
205°, was auf ein hartnackiges Anhaften von Chloroformspuren 
zuriickzufihren ist, wie denn auch bei Mikromolekulargewichts- 
bestimmungen nach Zugabe des Stoffes eine Siedepunkts- 
erniedrigung festzustellen war. In kaltem Ather lést sich das 
Merolignin schwer und wieder mit blauer Fluorescenz auf, 
leichter léslich ist es in siedendem Ather, aus welcher Lisung 
sich beim Erkalten kleine, zu sternférmigen Gebilden zu- 
sammengetretene Nidelchen ausscheiden. Ebenso verhilt es 
sich gegentiber Methylalkohol. Aus siedendem Petrolither 
(Siedep. 50°) scheiden sich bei langsamen Erkalten regel- 
maBig ausgebildete vierkantige Prismen mit schiefer Endfliche 
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oder staffelférmig iibereinandergelagerte Prismen aus. Herr 
Professor Dr. A. Sauer teilte uns iiber diese Krystalle folgen- 
des mit: Die groBen Krystallnadeln besitzen eine ausgezeichnet 
scharfe krystallographische Begrenzung einfachster Art: Saule 
mit Endflache, und gehéren zum quadratischen System. Die 
Endflache begrenzt rechtwinklig die Saule, die Saulenwinkel 
sind ebenfalls rechtwinklig. In optischer Hinsicht erfolgt 
parallele Ausléschung zur Saulenzone; die Substanz ist stark 
licht und doppelbrechend, erweist sich als optisch einachsig 
und nach dem Charakter der Doppelbrechung als negativ. 

Versetzt man die atherische Lésung des Stoffes mit Pikrin- 
siurelésung, so scheidet sich ein orangefarbener Niederschlag 
krystallisiert ab. Kine Verbindung scheint aber nicht vor- 
zuliegen, da die krystallographische Untersuchung die Identitat 
mit dem verwendeten Merolignin ergab. 

Versuch 9. Es wurden 300g eines uns von Herrn Dr. Ber- 
gius-Heidelberg giitigst iiberlassenen Ligninpraiparates mit 
600 g f-Naphthol in der bei Versuch 7 angegebenen Weise 
verschmolzen, also unter Zusatz von etwas konzentrierter Salz- 
siure, wobei 19g eines stark sauer reagierenden waBrigen 
Destillates, das aber nicht der ganzen Menge des bei der 
Schmelze abgespaltenen Wassers entsprach, und etwa 3 Liter 
Gas gewonnen wurden, das sich dann allmahblich im vorgelegten 
Wasser zum groBen Teil léste. Die nach dem Erkalten zu 
einem staubfreien Pulver in der Kugelmiihle vermahlene Schmelze 
wurde in verschiedener Weise aufgearbeitet. 

8 g der Schmelze wurden in 100 g Chloroform aufgenommen, 
die Lésung zum Sieden erhitzt und hei8 abgenutscht. Der 
Riickstand wird mit Chloroform ausgewaschen, getrocknet und 
gewogen. Die gesamte Chloroformlésung wird auf etwa 30 ccm 
abdestilliert und gekihlt, darauf mit Ather versetzt, wobei sich 
die Lésung erwarmt und der Atherniederschlag ausfallt, Er 
wird mit Ather nachgewaschen, auf dem Tonteller abgepreBt 
und im Vakuum getrocknet. Das Filtrat wird mit dem gleichen 
Volumen Petrolither versetzt, der hierbei entstehende- Nieder- 
schlag abfiltriert und auf dem Tonteller getrocknet, nachdem 
er mit Petroliither gut ausgewaschen worden war. Das Filtrat 
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dieses Niederschlages wird bis auf ein Drittel seines Volumens 
eingeengt und nach dem Erkalten mit Petrolither versetzt; 
der hierbei ausfallende Niederschlag wird abfiltriert, getrocknet 
und gewogen. Aus dem Filtrat werden die Lésungsmittel voll- 
stindig abdestilliert und der feste Riickstand nach dem Er- 
kalten mit kaltem Alkohol digeriert, die Suspension abgesaugt 
und mit Alkohol gut ausgewaschen. Das alkoholische Filtrat 
wird zur Trockene gebracht und der Riickstand gewogen. 

Uber die hier erzielten Ausbeuten mige die folgende 
Tabelle orientieren. Die erhaltenen Werte weichen von den 
S. 161 gegebenen etwas ab, doch betragt die Summe der er- 
haltenen Ather- und Petrolitherniederschlige wieder etwa 84 °/, 
des eingesetzten Lignins, an rohem Merolignin wurden 10,7 °/, 
des Lignins erhalten, doch verblieb ein Teil des Stoffes in der 
die Hauptmenge des verwendeten #-Naphthols, naimlich 96,2 °/, 
desselben, enthaltenden alkoholischen Lésung. 























°/, der °/, des 
=e Gesamt- | eingesetzten 
Schmelze schmelze Lignins 
Chloroformriickstand ... . 0,07 g 0,87 2,62 
Atherniederschlag . ... . 0,98 12,27 36,67 
Petrolitherniederschlag I . . 0,736 9,2 27,5 
. HW 4. 0,651 8,14 20,6 
Alkohol unlésl. Roh-Merolignin 0,285 $55 10,67 
Riickstand (rohes f-Naphthol) . 5,1 63,75 _ 
Verlust bei der Aufarbeitung . 0,178 2,22 ~ 


Der Hauptteil der Schmelze wird mit Benzin extrahiert, 
indem 100g der ersteren mit 1 Liter Benzin 5 Stunden auf 
dem siedenden Wasserbade digeriert werden, worauf noch heiB 
vom Riickstand abgegossen wird. Nach lingerem Stehen 
scheidet sich ein groBer Teil des in Lésung gegangenen 
B-Naphthols untermischt mit einem gelben Stoff aus. Wird 
nun das Filtrat auf die Halfte seines Volumens eingedampft, 
so scheidet sich namentlich bei intensiver Kihlung mit Eis- 
Kochsalzmischung das Merolignin krystallisiert ab. Der Riick- 
stand der Benzinlésung 148t beim Behandeln mit Alkohol 
weitere Mengen dieses Stoffes zuriick. 
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Erwihnenswert ist, da8 eine Extraktion von 5 g der 
Schmelze in der Hise durch Petrolither vom Siedep. 40 
bis 50° erst nach 50 Stunden zur Erschépfung fiihrte, wonach 
41,4°/, der Schmelze herausgelést waren und daB dann durch 
Benzin (Siedep. 110—130°) noch 18°/, der Schmelze in 
Lésung gingen.') Als dann in Chloroform geliést worden war, 
konnte der Ather- und der Petrolitherniederschlag wieder er- 
halten werden. Der Riickstand, den das Filtrat von diesen 
hinterlieB, léste sich dann restlos in kaltem Alkohol. Es war 
also das gesamte durch die Schmelze entstandene Merolignin 
durch die Petrolither und Benzinextraktion entfernt worden. 

Zur Analyse wurde das durch die Extraktion mit Petrol- 
ither erhaltene rohe Merolignin aus heiBem Benzol um- 
krystallisiert. : 

Der Schmelzpunkt wurde dann bei 205—206° liegend 
gefunden. 


0,1202 g Substanz gaben 0,3952 g CO, und 0,0511 g H,O. 


0,1548g¢ _,, » 0,5060 g CO, ,, 0,0671 g H,O. 
CyH,,0. Ber. 89,77% C 4,79°%, H 
Gef. 89,67 4,76 
89,44 4,86 


Bromierung des Merolignins. 


Wird zu einer Lésung des Merolignins in Chloroform 
eine solche von Brom gleichfalls in Chloroform hinzugegeben, 
so scheidet sich ein goldrot glinzender Niederschlag ab, der 
durchweg aus hellroten Stibchen besteht. Eine Abspaltung 
von Bromwasserstoff war bei der Zugabe von Brom nicht zu 
bemerken. Der abfiltrierte und mit Chloroform gewaschene 
Niederschlag erleidet aber beim Trocknen schon im Exsiccator 
bei Zimmertemperatur, rascher im Vakuum bei 80° eine Um- 
wandlung, bei der Abspaltung von Bromwasserstoff aufiritt, 
der goldihnliche Glanz bleibt aber erhalten. Er erwies sich 


1) Aus der Schmelze des Atherniederschlages mit §-Naphthol lieB 
sich letzteres mit Petrolither viel schneller extrahieren; nach 4 stiindiger 
Extraktion von 2,5 g waren bereits 48°/,, nach weiteren 6 Stunden 
nochmals 12°/, herausgelést worden, also etwa 90°/, des verwendeten 
6-Naphthols. Merolignin lie8 sich auch hierbei nicht nachweisen. 
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in Chloroform, Ather, Petrolither und Alkohol sehr schwer 
léslich, besser in heiBem Alkohol, Aceton und Methylathyl- 
keton. Pyridin und Dimethylanilin bewirkten anscheinend Zer- 
setzungen. 

Das bromierte Produkt, das z. B. aus 0,0462 g Merolignin 
in einer Ausbeute von 0,082 g erhalten wurde, schmilzt unter 
Zersetzung bei 260—267°. 


0,1410 g Substanz gaben 0,2544 g CO, und 0,0276 g H,0. 





0,2181 g ‘s » 09,3882 g CO, und 0,0548 g H,0. 
0,1488¢ ,, »  0;2601 g CO, und 0,0352 g H,O. 
{ Carius, es muB sehr 
0,04297 g si, » 0,048 g AgBr stark und lange erhitzt 
0,02935 g_—Sséi«, »  0,03246 g AgBr , werden, damit villige 
0,04300 ¢g_—Cés, »  0,04730 g AgBr | Zerstérung bewirkt 
| wird. 
C,,H,,Br, Ber, 49,83, C 2,78, H 47,89°/, Br 
Gef. 49,21 2,19 47,54 
49,69 2.88 41,07 
49,65 2,76 46,81 


Nitrierung des Merolignins. 

Merolignin lést sich mit intensiv blutroter Farbe in kon- 
zentrierter Salpeterséure auf, bei langsamen Erkalten der durch 
die Reaktion warm gewordenen Lésung kénnen sich, wenn die 
Konzentration zweckmaBig gewihlt wurde, feine rote Nadeln 
ausscheiden. | 

Etwa 0,2 g Merolignin wurden in konzentrierte Salpeter- 
siure eingetragen, bis zur Lésung digeriert und nach dem 
Erkalten mit Wasser verdiinnt zum Sieden erhitzt und langsam 
erkalten gelassen. Es scheiden sich rote Nadeln aus, die ab- 
gesaugt und mit kaltem Wasser gewaschen werden, wobei sich 
geringe Mengen mit gelbgriiner Farbe und starker griiner 
Fluorescenz lésen. Der im Vakuum bei 80° getrocknete Stoff 
lést sich in Alkohol, Ather, Petrolaither, Benzol und Chloroform 
auch in der Warme nur sehr schwer und wurde aus keinem 
dieser Lisungsmittel krystallisiert erhalten. In Hisessig lést er 
sich mit gelbgriiner Farbe und griiner Fluorescenz auf. Er 
schmilzt bei 203° unter Gasentwicklung. 
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0,0765 g Substanz (80°) gaben 0.2103 g CO, und 0,0278 g H,0O. 


0,0947 g - »  0,2603 g CO, und 0,0351 g H,0. 
7,13 mg 1 “ » 0,82 ccm N bei 24° und 739 mm B. 
8,78 mg He i 5 0,89 cem N bei 24° und 739 mm B. 
9,15 mg - : »  0,405cem N bei 22° und 738 mm B. 
C,.H,,0,N Ber. 174,72% C 888% H 4,84%, N 

Gef. 74,98 4,07 5,02 

14,96 4,15 4,96 

ate — 4,97 


Uber das 1,4-Diphenylbenzol. 
Nach Versuchen des Herrn K. Ziegler. 


Die schwankenden Analysenresultate, die, wie erwahnt, bei 
dem aus Chloroform umkrystallisierten Merolignin erhalten 
wurden, sowie der bei 205° liegende Schmelzpunkt und auch 
die Fluorescenz seiner Liésungen lieBen die Méglichkeit in 
Betracht kommen, daB wir das bei 205° schmelzende 1,4-Di- 
phenylbenzol in Hinden hiatten. Es erschien daher angezeigt 
zum Zweck eines Vergleichs den Stoff herzustellen und nament- 
lich sein Verhalten bei der Elementaranalyse kennen zu lernen. 
Herr Apotheker und cand. chem. K. Ziegler iibernahm diese 
Aufgabe und es gelang ihm, im Wesentlichen nach der von 
F. Riese’) gegebenen Vorschrift arbeitend, das gewiinschte 
Produkt wenn auch in sehr geringer Ausbeute zu erhalten. 
Dazu wurden z. B. 45g Natrium in Staubform in 400 ccm 
absolutem Ather verteilt, der 70 g p-Dibrombenzol gelést ent- 
hielt und nun allm&hlich 100 g Brombenzol eingetragen, wobei 
die Reaktion in Gang kam und schlieBlich durch mehrstiindiges 
Erwirmen auf dem Wasserbade bereitet wurde. Der Riickstand 
der atherischen Lisung wurde dann mit Benzol ausgekocht, 
der Riickstand der benzolischen Lésungen der Destillation 
unterworfen, wobei bis 200° das in groBer Menge entstandene 
Diphenyl iiberging. Dann wurde im Vakuum destilliert und 
das bis 300° Ubergehende mit hei8em Benzol aus der Vorlage 
herausgelést. Nach teilweisem Abdestillieren des Benzols fand 
dann Krystallisation statt; die abgesaugten Krystalle wurden 





1) Liebig, Ann. der Chem. Bd. 164, $. 161 (1869). 








Uber das Lignin. 171 


vom noch vorhandenen Diphenyl und einer gelblichen schmierigen 
Verunreinigung durch Waschen mit Ather befreit, wobei groBe 
Verluste an Substanz eintreten, und die zuriickbleibende schnee- 
weife schuppige Masse noch einmal aus heiBem Benzol um- 
krystallisiert. So wurde das 1,4-Diphenylbenzol in einer Aus- 
beute von 0,4—0,6 g in Form kleiner, zu Bischeln vereinter 
Nadeln erhalten, die bei 205° schmolzen, dabei findet Subli- 
mation in irisierenden Flittern statt. AuBer Benzol lést auch 
heiBer Eisessig reichlich, in kaltem Ather und Alkohol ist die 
reine Substanz so gut wie unléslich. Das 1,4-Diphenylbenzol 
besitzt nur ganz schwachen Geruch und ist mit Wasserdimpfen 
nicht flichtig. 


0,1020 g Substanz (110°) gaben 0,3499 g CO, und 0,0593 g H,O. 
3,108 mg , in 61,314 mg Campher gaben eine Schmelzpunkts- 
erniedrigung von 9,2°. 


C,H, Ber. 93,87°/, C 6,13°/, H 230,20 Mol.-Gew. 
Gef. 93,59 6,50 220,39 


Nitriersiure fiihrt bei Zimmertemperatur das 1,4-Diphenyl- 
benzol in ein Gemisch des Mono- und des Dinitroderivats iiber. 
Im reinen Zustand wurde letzteres erhalten, als 0,3 g Diphenyl- 
benzol in etwa 20 ccm LHisessig gelést mit einer Mischung von 
2,5 g konzentrierter Salpetersiure und 4 g konzentrierter Schwefel- 
siure eine Stunde bei 70—80° behandelt worden war. Schon 
wihrend des Erhitzens und dann namentlich beim Erkalten 
scheiden sich aus der gelb gewordenen Lésung gelbe Krystalle 
ab, der Rest wurde durch Hintragen in Wasser gefallt, worauf 
der Niederschlag abgesaugt, mit heifem LHisessig ausgekocht 
und dann mit Wasser ausgewaschen wurde. 

Das p(?)-Dinitro-1,4-diphenylbenzol krystallisiert in kleinen, 
hellgelben Nadeln, die bei 275° schmelzen. 


8,275 mg Substanz (i. V.) gaben 0,648 ccm N bei 18,5° und 739 mm B. 
7,188 mg Bs e » 0,535 ecm N bei 19,5° und 738 mm B. 
1,775 mg »  gaben in 35,287 g Campher eine Schmelzpunkts- 
erniedrigung von 6,3°, 
C,,H,,0,.N, Ber. 8,75°9/, N 820,21 Mol-Gew. 
Gef. 8,74 319,39 
8,42 sb 
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Nach allem: konnte von einer Identitat des Merolignins 
mit 1,4-Diphenylbenzol keine Rede sein, was ja dann auch die 
Analysen des aus Benzol umkrystallisierten Merolignins be- 
wiesen. : | 

Herrn Prof. Dr. A. Sauer méchten wir fiir die liebens- 
wiirdigst ausgefiihrte krystallographische Charakterisierung des 
Merolignins auch an dieser Stelle herzlichsten Dank aus- 
sprechen und Herrn Dr. Bergius-Heidelberg danken wir auf- 
richtig fiir die giitige Uberlassung einer gréferen Menge von 
Lignin, durch welche unsere Untersuchung sehr wesentlich 
gefordert wurde. 





Bereitung von Standards zur colorimetrischen Bestimmung 
des Pepsins. 


Yon 


J. A, Smorodinzew und A, N. Adowa, 


(Aus dem Laboratorium fir biologische Chemie der zweiten Moskauer staatlichen 
Universitat.) 


(Der Redaktion zugegangen am 30. Juli 1926.) 


Die praktischen Vorteile der Methoden der colorimetri- 
schen Bestimmung sind wohl bekannt. Das wird unter anderem 
gut gezeigt durch die Fibrincarminmethode von Griitzner’), 
die vor mehr als 50 Jahren (1874) vorgeschlagen wurde, und 
bis jetzt eine weitgehende Anwendung bei der Untersuchung 
der Verdauungsfihigkeit des Pepsins gefunden hat. Diese 
Methode wurde von Korn?), Wojwodoff’) u. Waldschmidt’) 
nach seinem Vorgange vervollstindigt.5) Eine andere colori- 
metrische — eigentlich spektrophotometrische — Methode von 
Klug®*) die Methode der Bestimmung der Aktivitat des Pep- 
sins nach der Intensitaét der Biuretreaktion, erscheint nicht so 
praktisch und ist daher vergleichend wenig verwendbar. Die 
Carminfibrinmethode von Griitzner hat nur einen einzigen 
Fehler: sie ist beim Studium der #-Proteasen kaum verwend- 





1) P. Griitzner, Pfliigers Arch. Bd. 8, 8. 452 (1874). 

*) A. Korn, Ub. Meth. Pepsin. Diss. Tiibingen (1902). 

8) W. Wojwodoff, Ub. Meth. Pepsin. Diss. Berlin (1907). 

4) W. Waldschmidt, Pfliigers Arch. Bd. 143 S. 189 (1911). 

5) P. Griitzner, Miinch. med. Wochenschr. Bd. 58, Nr. 14 (1911). 
*) T, Klug, Pfliigers Archiv Bd, 60, S. 48 (1895). 
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bar. In dieser Beziehung verdient die von A. W. Palladin’) 
(aus dem Griitznerschen Laboratorium) vorgeschlagene Me- 
thode der Fibrinfarbung durch Diphenylrosanilin eine Bevor- 
zugung, weil das Fibrin in der Glycerinlésung des Farb- 
stoffes aufbewahrt, sowohl zum Studium der proteoklasti- 
schen Kraft der a- wie auch der f-Proteasen angewendet 
werden kann. | 

Neuerdings’) haben wir eine Methode der Bereitung be- 
stindiger Standardlésungen aus mit Diphenylrosanilin gefirbtem 
Fibrin beschrieben, die zur Trypsinbestimmung dienen kann. 
Leider sind die Trypsinstandarde bei Untersuchung der Ver- 
dauungsfaihigkeit des Pepsins nicht gut anwendbar, weil in 
saurem Mittel die Farbe einen anderen (etwas rétlichen) Ton 
im Vergleich mit der Soda-Glycerinlésung erhilt. 

Die Farbung des Fibrins. Die Methode der Fibrin- 
farbung wurde schon friiher beschrieben®),*). Zu dieser Be- 
schreibung kann man nur hinzufiigen, daB man zur Farbung 
fir einen Gewichtsteil des gut gewaschenen und ausgepreBten 
Fibrins nicht weniger als vier Gewichtsteile der 0,5°/,,igen 
Glycerinlésung des Farbstoffes braucht. 


Tabelle I und II. 














Salzsiiurestandard. 

Nr. der |@uantitiit der] Siuremenge Gehalt an | po cichnun g 
Reagenz- verdauten | HCl0,1 N od. feuchtem + 
glischen Fliissigkeit | Aciditit 30 Fibrin Washoe 

ecm com g 
4, 1 14 0,02 I 
2. 2 18 0,04 II 
8. 8 12 0,06 lI 
4. 4 11 0,08 IV 
5. 5 10 0,10 V 
6. 6 9 0,12 v1 

















1) A. Palladin, Pfliigers Arch. Bd. 134, S. 387 (1910). 

2) J.A.Smorodinzew u. A.N. Adowa, Biochem. Zs. Bd. 158, 
S. 14 (1924). : 

5) W. Waldschmidt, Pfliigers Arch. Bd. 143, S. 189 (1911). 
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Tabelle IIL. 
Glycerinstandard. 
Nr. der |@uantitit der| Siuremenge _ |Gehalt an} po ich 
i va verdauten HCl a feuchtem a 
swat + a6 menge : 
glischen | Fltssigkeit | Aciditat 30 8° | Pibrin ate 
ecm eem ecm g . 
_ 1 7 7 0,02 I 
- 2 6 1 0,04 I 
~ 8 5 7 0,06 lil 
* 4 4 1 0,08 IV 
a, 5 8 1 0,10 Vv 
. ' 2 7 0,12 vI 
Tabelle III. 
Vergleich mit Salzsiurestandard (HCl 0,1 N) 
Nr. der Salzséiurestandard ‘ 
1 standard 
Reagenzglischen | (HCl, Aciditat 30) bos dainca eres 
1. ] | 
* II >I 
4, IV Vv 
5. V VI 
6. VI > VI 
Tabelle IV. 
Thymolstandard. 
We. Aue Quantitit der} Salzsiure |Gehalt an} Bezeich- 
hiccanin verdauten | Menge (HClifeuchtem}| nung 
gliischen Flissigkeit | Aciditéit 30)| Fibrin der 
ecm ccm g Farbe 
. : - — In simtlichen 
. : i a Probiergli- 
“ : " eb m sern wurde 
: : * 0,08 | IV |Thymol hin- 
b. 5 10 0,10 V ceveties 
6. 6 8 0,12 VI 

















Behufs gleichmaéBiger Farbung muB man das yon dem 
Farbstoff durchdrungene Fibrin abfiltrieren und wieder durch 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CIL. 
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die Fleischhackmaschine direkt in die Glycerinlésung des Farb- 
stoffis iiberfiihren. Die Fabrikmarke des Farbstoffs hat eine 
groBe Bedeutung. Die von uns beschriebenen Standarde?) 
wurden aus dem mit der Marke Ceres blau III, Spritblau 
(Bayer u. Co.) bezeichneten Farbstoff bereitet. — Dieses Pri- 
parat hat eine tief violettblaue Farbe mit etwas rétlichem 
Farbton. Das mit dem Griblerschen Farbstoff gefirbte 
Fibrin hat unter denselben Umstinden eine blaue Grundfarbung 
mit einem schwach griinlichen Ton; diese Farbe lést sich 
weniger im Glycerin, und die digerierende Mischung hat einen 
viel blasseren Ton. Es folgt daraus, daB man die zu priifenden 
Fliissigkeiten nur mit einer Standardlésung vergleichen soll, 
die aus demselben Fibrin und demselben Farbstoff unter 
gleichen Bedingungen bereitet wurde. 
 Bereitung der Standardlésungen. Erstens haben wir 

den EinfluB der Salzsiurekonzentration auf die Verdauungs- 
geschwindigkeit und auf den Ton der Farbung gepriift. Dazu 
haben wir drei Standardlésungen bereitet: 

1. 2°/,ige Liésung Pepsini rossici in 0,1 N Salzsdure 
(0,86°/,), (Tab. 1). 

2. 2°/,ige Lésung Pepsini rossici in Salzséure von der 
Aciditét 30 (0,108°/,) (Tab. Il). 

8. Die digerierende Mischung des 2. Standards wurde mit 
gleichem Volumen Glycerin gemischt (Glycerinstandard) (Tab. IT1). 

Unsere Beobachtungen bestitigten die schon bekannte 
Tatsache*), daB eine hochgradige Aciditét (0,36°/,) fiir die 
Fibrinverdauung kaum giinstig ist: bei dieser Aciditét quillt 
das Fibrin sehr langsam und schwach und ist sogar nach 
8 Stunden nicht vollstindig aufgelést, wahrend es bei 0,1°/, 
HCl und bei demselben Fermentgehalt sogleich zu quellen 


—anfangt und nach 15 Minuten ginzlich verdaut ist. Der Farb- 


ton des ersten Standards (0,1 n-HCl) ist blaiulich und unter- 
scheidet sich von den Standarden 2 und 38, die rétlichen Ton 
haben. Die frisch bereiteten Salzsiurestandarde (1 und 2) er- 





1) J. A. Smorodinzew u. A. N. Adowa, a. a. O. 
*) J.A.Smorodinzew, Die Fermente des Pflanzen- und Tierreiches 
Bd. 8, 8. 98, 118. Moskau 1922, russisch. | 
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scheinen schwacher gefarbt als der Glycerinstandard und geben 
nach 24 Stunden einen Niederschlag und tribe Liésungen, 


wahrend der dritte (Glycerinstandard) (Tab. III) keinen Nieder- 
schlag enthalt und vollstandig klar bleibt. Die Glycerin- 
standarde, die mehr als 8 Monate aufbewahrt wurden, er- 
schienen mit den frisch bereiteten gleich (Tab. V). Wir ver- 


Tabelle V. 
Vergleich mit dem frisch bereiteten Glycerinstandard. 



























































Nr. der | lycerin- Frisch bereitet Thymol- | Salzsiure- 
Reagenz- standard ae Salzsiure- standard | standard 
glischen nach — standard 
8 Monaten | standard (HCI Aciditat 30) nach 7 Tagen 
i. I <i <i <I <I 
2. II < II <I I I 
8. Iil < Il < Il <I <I 
4, IV > Il > Il Il—Iil >I 
5. V IlI—IV IiI—IV | < IV > Ill | 
6. VI IV—V IV—V 
Tabelle VI. “i 
Beispiel: Anfang der Verdauung 10 Uhr 5 Min. 
Nr. der] Quantitat {10 Uhr 10M.]10 Ubr15 M.]10 Uhr20M.]10 Uhr 25 M.|10 Uhr30M. 
Reagenz- der 
lischen | Pepsinlé Quant. Quant. Quant. Quant. Quant. 
Ne [abe lpruetn |" letbetn Farbe |riprin | “**° lriprin | ***?° |ribrin 
Pepsin ross. 
1. 2°/,1:100 | IL |0,04] IIL| 0,06 |< IV|0,075|< IV] 0,075|> IV) 0,085 
2. 2°), 1:200 | I |0,02] IL | 0,04 |< IIl| 0,055]< ILI] 0,06 | IV | 0,08 
aus frischem 
Schweinemagen 
3. 1: 200 It (O067 THiOOE | fu be Pe Pe o 
4, 1: 500 < II | 0,035}< IV} 0,075] > V|0,105} — | — | — | — 
5. 1: 1500 >I |0,025|> IL | 0,045}> IT) 0,065)> IV) 0,085} — | — 



































suchten die konservierende Fahigkeit der Salzsiure durch 
Beimischung von Thymol zu verstirken und haben parallel 


drei Standardlésungen bereitet: Ia. Thymolstandard aus der 
12* 
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Lésung Pepsini rossici in Salzsiure von der Aciditét 30 plus 
Thymol (Tab. IV); IL. Salzséurestandard — reine Salzsiure 
von der Aciditit 30 und III. der zweite Standard mit dem 
gleichen Volum Glycerin. Die frisch bereiteten Thymol- und 
Salzsiurestandarde erschienen schwicher gefirbt, als der 
Glycerinstandard. Die Standardlésungen wurden dann in sterile 
Reagenzgliser eingegossen, die mit Korkpfropfen und Paraffin 
geschlossen wurden. Nichtsdestoweniger erschien nach Ver- 
lauf einer Woche in den Standards mit reiner Salzsaure 
Faulnis und Farbstoffniederschlag, die Thymolstandards zeigten 
keine Faulnis, aber ebenfalls Farbstoffniederschlag, auch waren 
sie blaB geworden; nur die Glycerinstandarde blieben vollstandig 
unverindert, Der Farbton der Glycerinstandards paBt aus- 
gezeichnet fiir die Vergleichung mit Fibrinlésungen, die beim 
Digerieren desselben mit verschiedenen Saften ausgeschaltet 
werden (Tab. VI). Das Fibrin quillt rasch in der Salzsiure von 
der Aciditat 830 und wird sogar mit sehr verdiinnten Saften rasch 
verdaut, so daB es gar nicht nétig ist, es vor dem Ferment- 
zusatz mit Salzsaure zu bearbeiten, wie es Waldschmidt?) 
empfiehlt. Am besten gelingen die Versuche mit den Saften, 
die 200—1000mal verdiinnt sind; die Verainderungen der 
Farbung beobachtet man dabei im Komparator jede 5 Minuten. 





1) Waldschmidt, a. a. O. 











Zur Kinetik der Pepsinwirkung auf das Fibrin. 
Von 


J. A. Smorodinzew und A. N. Adowa. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Der Redaktion zugegangen am 30. Juli 1925.) 





Laut Beobachtungen der meisten Forscher ist der Ver- 
dauungsvorgang der Albumine mit Pepsin dem Gesetz von 
Schitz-Borissow’) unterworfen: 

wo 
K= Vi (1) 

Arrhenius?) aber kommt zum Schlu8, daB alle am besten 
untersuchten fermentativen Reaktionen zur Nullordnung gehéren 
und ein lineares Verhiltnis zeigen nach der Gleichung: 


oe 2) 


Nach unseren Beobachtungen kann man bei einer kon- 
stanten Ferment- und Substanzmenge in der ersten Zeitperiode 
eine deutliche lineare Abhingigkeit (2) bemerken, aber dann 
verzégert sich der Vorgang, und man kann ihn entweder als 
die Gleichung (1) oder als die Gleichung einer Reaktion erster 
Ordnung (3): 





K=7l8st; @ 
auffassen. 
Man kann sogar sagen, daB in der zweiten Periode der 





1) J. A. Smorodinzew, Die Fermente des Pflanzen- und Tier- 
reiches Bd. 8, 8, 120ff., Moskau 1922 (russisch). 
4) §. Arrhenius, Zs. angew. Chem. Bd. 86, 8. 455 (1928). 
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Verdauung die Abhiangigkeit eine lineare bleibt und nur die 
Geschwindigkeit des Vorganges sich Aandert. 

Unsere Versuche haben wir mit durch Diphenylrosanilin 
gefarbtem Fibrin angestellt, das wir mit den stindigen Standards 
verglichen, deren Bereitung in unserer vorigen Mitteilung*) 
beschrieben wurde. Zur Verdauung nahmen wir 1. natiirlichen 
Magensaft des Hundes, den wir vom Akademiker J.P. Pawlow 
erhielten, 2. kiinstlichen Magensaft, den einer von uns”) unter 
Mitarbeit der Studierenden E. Ssokolow und Friedmann 
aus Schweinemagen bereitet hat, und 3. kiinstlichen Magensaft, 
der durch Lésung des Pepsini rossici in Salzsiure von der 
Aciditét 30 hergestellt wurde. Die von Tieren erhaltenen Sifte 
schienen viel energischer als die Lésungen des in Handel 
befindlichen trockenen Pepsinpriparats zu wirken; doch aubern 
sie in ihrer Wirkung auf das EKiweiB dieselbe GesetzmibBigkeit. 
Bei Versuchen mu8 der natiirliche Magensaft 500—1000 mal, 
und der kinstliche 2°/,ige Saft bis 200 mal verdiinnt werden. 
Fiir jeden Versuch wiegen wir 0,1 g*) gepreBtes Fibrin ab und 
digerieren es nach der gewdhnlichen Methode. 


Tabelle L 


Natiirlicher Magensaft vom Hunde nach Pawlow 1: 500. 



































Zeit vom | Menge des 
Anfang des} digerierten | K = Pal K, = = K,= x log . 

Versuchs Fibrins Vt é é ai es 
5 Min. 0,02 g (0,009) 0,004 0,019 
10 0,04 0,0127 0,004 0,022 
15 0,06 0,0155 0,004 0,026 
20 0,065 0,0145 0,008 0,022 
25 0,07 0,0140 0,003 0,021 
80 0,08 0,0146 0,003 0,023 
85 0,08 0,0133 0,002 0,020 
Mittel 0,0141 0,003 0,022 











1) J. A, Smorodinzew u. A. N. Adowa, Diese Zs. Bd. 149, 
S. 178 (1925). 

) J. A. Smorodinzew. 

5) 0,2—0,3 g ist sehr schwer au vergleichen wegen der groBen 
Quellung des Fibrins. 
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Tabelle IV. 
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Tabelle IL. 
Natiirlicher Magensaft vom Hunde nach Pawlow 1: 1000. 
Zeit vom | Menge des A 
Anfang des| digerierten | K = ——— K, = = = 7 log 
Versuchs Fibrins Vi “¢ 
umpeeniennsiegs. coxa tear she eee 
5 Min. 0,02 g (0,009) 0,004 0,019 
10 0,04 0,0127 0,004 0,022 
15 0,06 0,0155 0,004 0,026 
20 0,065 0,0145 0,008 0,022 
25 0,07 0,0140 0,003 0,021 
80 0,08 0,0146 0,003 0,028 
Mittel 0,0142 0,003 0,022 
Tabelle IIL. 
Natiirlicher Magensaft vom Hunde nach Pawlow 1: 1000. 
5 Min. 0,015 g 0,0067 0,008 0,0141 
10 0,030 0,0095, 0,003 0,0155 
15 0,045 0,0116 0,003 0,0125 
20 0,055 0,0128 0,003 0,0173 
25 0,075 0,0150 0,008 71,0241 
30 0,075 0,0137 0,003 0,0201 
Mitte] 0,0115 0,003 0,0172 


Extrakt vom Schweinemagen 1:200. py = 1,43,. 


7 = 0,8306. 












































5 Min. 0,04 g 0,0179 0,008 0,04433 
10 0,08 0,0250 0,008 0,06989 
Mittel 0,0214 | 0,008 0,05711 
Tabelle V. 
Extrakt vom Schweinemagen 1:500. py 1,36. 
nm = 0,3266. 

5 Min. 0,035 g 0,016 0,007 0,0408 
10 0,075 0,028 0,008 0,0602 
15 0,1 0,025 0,007 — 

Mittel 0,021 0,007 0,0505 
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Tabelle VI. 
Extrakt vom Schweinemagen 1 : 1500. 
Zeit vom Menge des ‘ 
Anfang des} digerierten | K=—— | K,= = K,= = log - 
Versuchs Fibrins Vi sition, 

5 Min. 0,025 g 0,0112 0,005 0,02496 
10 | 0,045 0,0142 0,005 0,02595 
15 0,065 0,0167 0,004 0,08035 
20 0,085 0,0192 0,004 0,04119 

Mittel 0,0152 0,005 0,08061 
Tabelle VIL. 
2°/, Pepsinum rossicum (HCI 30) 1: 100. 

5 Min. 0,04 g 0,018 0,008 0,04433 
10 0,06 0,018 0,006 0,08979 
15 0,075 0,019 0,005 0,04013 
20 0,075 0,017 0,004 0,03010 
25 0,085 0,017 0,008 0,03290 
80 0,09 0,016 0,008 0,03838 

Mittel 0,018 0,005 0,03676 
Gl2 
77 
a70 
ee WEE 
1” } 
= 90 wg 
2 on e 
& 903 
ee | 
G07 
O : | 
0 5 70 1S #0 30 
é; Abb. zur Tab, I u. LIL. - Zeit in Minuten 


va ; 




























































































ERNIE eed OH eg 


1G 
i 

3 

; 
¥ 
i 
! 


Zur Kinetik der Pepsinwirkung auf das Fibrin. 183 


Tabelle VILL 


2°/, Pepinum rossicum (HCl 80) 1: 200. 
Du = 1,48,. 2 = 0,8806, 0,1 g Spritblaufibrin. 
































Zeit vom | Menge des 1 
Anfang des | digerierten ta. Kk, ls K, = > les 4 
Versuchs Fibrins Vi Y . 
5 Min. 0,02 g 0,0090 0,004. 0,0194 
10 0,04 0,0127 0,004 0,0220 
15 0,055 0,0142 0,004 0,0231 
20 0,06 0,0134 0,003 0,0199 
25 0,08 0,0160 0,003 0,0279 
30 0,09 0,0164 0,008 0,0833 
85 0,095 0,0160 0,008 0,0872 
Mittel 0,0140 0,0034 0,0261 
SchluB. 


Nach unseren Beobachtungen bei einer konstanten Pepsin- 


und Fibrinmenge zeigt der VerdauungsprozeB des Substrats 


eine lineare Abhingigkeit (Tab. I—VI u. VIII u. Kurve) und 
nur in einem Versuch mit konzentriertem kiinstlichen Magen- 
saft folgt er dem Gesetz von Schiitz-Borissow (Tab. VII). © 














hig iy 
an et Te eee eee 


Ze Sey esa od 
Lo trie er ae 


pare = 





erik iia ert i ak aha 








Uber die Gerstenmalzmaltase 
und die Spezifitat der Disaccharasen. 


Von 


Jesaia Leibowitz. 





(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 8. August 1925.) 








In einer soeben erschienenen Mitteilung von H. Prings- 
heim und mir’) wird iiber die Auffindung eines maltose- 
spaltenden Ferments in einem Gerstenmalz der Byk-Gulden- 
Werke-A.-G. berichtet; das Ferment wurde auf Grund seiner 
besonderen Stabilitét und des Verlaufs seiner Aktivitits-p,- 
‘kurve als spezifisch verschieden von der Hefemaltase angesehen. 
Die Vermutung von der Verschiedenheit beider Maltasen wird 
nun zur Gewibheit durch die Feststellung, da8 das maltatische 
Malzferment gegen «-Methylglucosid véllig unwirksam ist, und 
zwar sowohl bei der optimalen Aciditét der Malzmaltase, wie 
auch bei der des entsprechenden Hefeferments. Ein Kontroll- 
versuch mit unserem a-Methylglucosidpriparat gegen Hefe- 
auszug ergab glatte Spaltung, so daB eine Tauschung durch 
das Substrat ausgeschlossen ist. In Ubereinstimmung hiermit 
katalysiert das Ferment auch nicht die entgegengesetzte 
Reaktion, die Synthese der q@-Alkylglucoside aus Glucose 
und den entsprechenden Alkoholen; unter den Bedingungen, 
bei denen nach Bourquelot4 eine bis zu 60°/, ige 





1) H. Pringsheim u. Leibowitz, Biochem, Zs. Bd. 161, S. 456 
(1925). 
*) Bourquelot, Ann. de chim. (9) Bd. 8, 8. 287 (1915). 
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Glucosidbildung erfolgt — eine Reaktion, die mit einem 
Auszug aus getrockneter Hefe leicht reproduzierbar war — 
verursachte der Malzauszug keine Anderung der Drehung 
und der Reduktionskraft der wiBrig-alkoholischen Glucose- 
lésung. : 

Noch deutlicher auBerte sich die Verschiedenheit der 
beiden Maltasen in ihrem Verhalten gegeniiber der Maltose- 
bindung des #-Methyl-maltosids: sie wurde von der Malzmaltase 
nicht angegriffen, wahrend ibre Spaltbarkeit durch die Hefe- 
maltase schon von Emil Fischer’) beobachtet, neuerdings 
von Helferich?) bestitigt wurde und auch in meinen Ver- 
suchen in Erscheinung trat. 

Die Wirksamkeit des maltosespaltenden Fermentes des 
Malzes variiert von Auszug zu Auszug, wobei wohl die Kigen- 
aciditat und das Alter ausschlaggebend sein diirften. Das 
Stabilitatsoptimum scheint mit dem Aktivititsoptimum, das 
bei p, = 4,5—5 liegt’), nicht zusammenzufallen; jedenfalls 
schritt die Inaktivierung beim Altern von 4 Ausziigen, deren 
Wasserstoffzahlen von 4,7—6,2 schwankten, um so schneller 
fort, je saurer sie waren. Ein Teil des Malzauszugs von 
Pp, = 4,7, der sofort nach seiner Herstellung und Dialyse durch 
Citratpuffer auf p,, = 6,0 gebracht wurde, behielt seine malta- 
tische Aktivitét am lingsten bei. 

Was nun die Kinetik der Spaltung betrifft, so scheint sie 
unbeschadet der angedeuteten individuellen Verschiedenheit 
der Fermentlésungen — fast durchweg merkwiirdigerweise 
eher schneller als monomolekular zu verlaufen; in einigen 
Fallen war eine dauernde Zunahme der &-Werte zu beobachten, 
in den meisten trat auch nur gegen SchluB der Spaltung eine 
gewisse Konstanz ¢in. Hine solche Selbstaktivierung des Fer- 
ments in Beriihrung mit dem Substrat hat offenbar auch bei 





1) E. Fischer u. Armstrong, Chem, Ber. Bd. 34, 8S. 2896 
(1901). : 

*) Helferich u. Becker, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 440, 8.1 
(1924). 

*) H. Pringsheim u. Leibowitz, a. a. O. 
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den Versuchen :Maquennes’) mit seiner sehr schwachen Malz- 
maltase vorgelegen. | 

Nach ‘den erschépfenden Untersuchungen von Willstatter, 
Kuhn und Sobotka?’) ist an der Identitét der Hefemaltase 
und der «-Glucosidase nicht mehr zu zweifeln. Somit beweisen 
die neuen Untersuchungen iiber die Malzmaltase die Existenz 
zweier verschiedener Fermente, die die Maltose mit demselben 
Endeffekt angreifen; die spezifische Verschiedenheit der Malz- 
maltase von der Hefemaltase geht auch ohne Beriicksichtigung 
der Beziehung zwischen maltatischer und q-glucosidatischer 
Wirkungsfahigkeit aus dem verschiedenen Verhalten gegeniiber 
der Maltosebindung des #-Methyl-maltosids hervor. Eine 
solche spezifische Verschiedenheit von Fermenten, die auf das- 
selbe Substrat eingestellt sind, kennen wir bereits’ an den 
Saccharasen, die Kuhn‘) in Fructosaccharasen (aus Hefe) und 
Glucosaccharasen (aus Aspergillus oryzae) einteilt, je nachdem 
das Ferment mit dem Fructose- oder dem Glucoseteil des 
Rohrzuckers zum Reaktionszwischenprodukt zusammentritt; der 
Beweis hierfiir ergibt sich aus der Hemmung, die die Spal- 
tungen auf Zusatz von Fructose bzw. #-Glucose erfahren. 

Schon 20 Jahre friher hat Armstrong‘) eine Verschieden- 
heit von Emulsin- und Kefirlactase insofern beobachtet, als 
erstere von Glucose, letztere jedoch nur von Galactose in ihrer 
Wirksamkeit gehemmt wird. Dieser Befund, der iibrigens noch 
einer genaueren Prizision beztiglich der a- und #-Formen 
der Hemmungszucker bedarf) und der sich mit anderen Beob- | 
achtungen iiber die Wirkungen der Galactosidasen recht schwer 
in Einklang bringen 14Bt (s. unten), bedeutet prinzipiell etwas 
anderes als die Unterscheidung der beiden Saccharasen, trotz 





1) Maquenne, C. RB. Bd. 176, 8. 804 (1928). 

*) Willstitter, Kuhnu. Sobotka, Diese Zs, Bd. 184, 8, 224 (1924). 

5) Kuhn, Diese Zs. Bd. 129, S. 57 (1928); vgl. auch Euler u. 
Josephson, Diese Zs. Bd. 132, 8. 801 (1924); Euler, Josephson u. 
Séderling, Diese Zs, Bd. 189, S. 1 (1924). 

*) Armstrong, Proc. Roy. Soe. Bd. 78, 516 (1904); Aiditrone 
u. Horton, P. R. S. Bd. 80 (B), S. 821 Ree 

5) Vgl. Kuhn, 4..a, O. : 


5 
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der scheinbar zwischen ihnen bestehenden Analogie: man nahm 
bisher’) eine Spezifitit der Carbohydrasen im allgemeinen nur 
in bezug auf den glucosidischen Teil des Substrats (Glucosids 
oder Disaccharids) an, nicht aber in bezug auf den in die 
glucosidische Gruppe eingetretenen Substituenten (Alkohol eder 
Zucker?)), d.h, also beim Milchzucker (= Galactosido-glucose) 
nur. fiir den galactosidischen, nicht fiir den Glucoseteil.. Erst 
neuerdings setzt sich die Erkenntnis durch, daB auch eine an 
der Spaltung unbeteiligte Seitengruppe fiir die ,,relative Spezi- 
fitit von gréBter Bedeutung sein kann*), da die Bindung des 
Fermentes nicht an diejenige Stelle des Substrats zu erfolgen 
braucht, die der Aufspaltung unterliegt.4) Beim Rohrzucker 
liegen die Verhdltnisse insofern anders, als er ein ,,gemischtes 
Glucosid“ darstellt, in dem die Hydrolyse die glucosidischen 
Gruppen beider Konstituenten betrifft. . | 

Es scheint nun, daB die Bedeutung der an der Spaltung 
unbeteiligten Substituenten fir die Enzym—Substrataffinitat 
auch zur Erklirung der absoluten spezifischen EHinstellung 
einiger Fermente herangezogen werden muf. Jedenfalls ist 
die aufgedeckte Verschiedenheit der beiden Maltasen nur auf 
diesem Wege zu erkliren, und zwar mu8 angenommen werden, 
daB die Hefemaltase am Glucosidoteil (1), die Malzmaltase 
dagegen am Glucoseteil (II) der Maltose angreift. Es ist klar 
daB nur das erste Ferment «-Methylglucosid spalten kann, 
wahrend sich dem zweiten an diesem Substrat kein Angriffs- 
punkt zur Herstellung der intermediiren Ferment—Substrat- 
bindung bietet. Aber auch das #-Methylmaltosid, das doch 
die gleiche 1,6-e-Bindung wie das freie Disaccharid enthalt, 
kann von der Malzmaltase nicht angegriffen werden, weil der 
Teil IT durch den Eintritt des Methyls wesentlich modifiziert 





1) Vgl. Oppenheimer-Kuhn, Die Fermente und ihre Wirkungen 
Bd. 1, S. 580 (5. Aufl. 1925). 

*) EK. Fischer, Diese Zs. Bd. 107, 8.176 (1919); Willstatter, 
Kuhn u. Sobotka, Diese Zs. Bd. 129, 8. 88. (1928); Bd, 184, 8. 224 
(1924). 

*) Euler, Diese Zs. Bd. 143, 8. 79 (1925). 

‘) Euler u. Josephson, Diese Zs. Bd. 183, S. 279 (1924). 
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worden ist. Es stellt dieses eine véllige Analogie zum Ver- 


halten der Glucosaccharase gegentiber Raffinose dar; obwohl 
das Trisaccharid die Saccharosebindung und den Fructose- 








Me. 
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Rohrzucker 
 Galaktose—Glucose—Fructose 
Melibiose 
Raffinose 
rest des Rohrzuckers unverandert enthilt, ist die Affinitét des 
Ferments zu ihm infolge des Kintritts der Galactose in den 
hier maBgebenden Glucoserest aufgehoben.?) 

Die Lokalisierung der Bindung der Maltasen an ihren 
Substraten auf bestimmte Molekiilteile liefert uns eine zwang- 
lose Erklirung fiir das Verhalten des o-Methylgentiobiosids”) 
von Helferich und Becker’), das von der a-Glucosidase 
(Hefemaltase) nicht gespalten wird. 

Der a-Glucosidorest I ist eben durch die Einfitihrung des 
Glucosidorestes II fiir die a-Glucosidase unangreifbar geworden, 
Andererseits iibt dieses Ferment noch eine gewisse, wenn auch 
nicht mehr vollstindige Wirkung (,,weitgehende* Spaltung nach 
Helferich und Becker‘) auf das 6-Methyl-a-methylglucosid 











CH,.0-CH,- CHOH- CH - CHOH - CHOH- OB*-OCEH, 

aus. Wir sehen hier die Grenze der Spezifitat der Hefemaltase: 
wahrend ihre Affinitat zur e-Glucosidogruppe durch Einfihrung 
eines zweiten Glucosidorestes aufgehoben wird, erleidet sie 
durch eine Methylgruppe in 6-Stellung nur eine Schwichung. 
Diese Verhidltnisse erinnern wieder an die Beziehung zwischen 
Fructosaccharase und Raffinose, wo der scheinbar unbeteiligte 
Galactoserest die Ferment—Substrataffinitat stark herabsetzt.*) 

Die Unwirksamkeit des Hefeauszugs gegeniiber «-Methyl- 
gentiobiosid bedeutet, daB die in ihm enthaltene Amygdalase 





1) Kuhn, nach Oppenheimer, Die Fermente usw., 8. 542, 567; 
in der Originalarbeit findet sich diese Angabe nicht. Vgl. zum Ver- 
halten von Raffinose gegen Takadiastase: H. Pringsheim u. G. Zemp- 
lén, Diese Zs. Bd. 62, 8. 867 (1909), 

*) Vgl. zur Konstitution: Hudson, Am. Soc. Bd. 47, S. 872 (1925). 

*} A. a. O. 

4) A. a. O. 

5) Kuhn, Diese Zs. B. 125, S. 71 (1928); Josephson, Diese Zs. 
Bd. 186, S. 62 (1924); Euler, Diese Zs. Bd. 143, S. 79 (1925). 
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die Gentiobiosebindung hier ebensowenig wie in dem freien 
Disaccharid spaltet. Wir gewinnen hiermit den Anschlu8 an 
das Problem der Beziehungen zwischen Gentiobiase und Amyg- 
dalase, das durch die Identifizierung der Amygdalinbiose mit 
der Gentiobiose brennend geworden ist. Diese Schwierigkeit 
wird nicht durch die Feststellung behoben, da8 einzelne Hefen 
zur Gentiobiosespaltung befahigt sind.) Ks liegt vielmehr nahe, 
anzunehmen, da8 Amygdalase und Gentiobiase im Verhiltnis 
der Malz- und der Hefemaltase zueinander stehen: erstere 
greift am f#-Glucosidoteil I an, wahrend die zweite eine 
spezifische Affinitit zu dem mit dem Mandelnitrilrest be- 
hafteten Teil IIa besitzt. 

Ein weiterer sehr bemerkenswerter Umstand bei der 
Amygdalinspaltung ist, da8 die Prunase (= #-Glucosidase 
-+ Oxynitrilase) zur Ablésung des Mandelnitrilrestes erst be- 
fahigt wird, nachdem die Gentiobiosebindung zwischen I und Ila 
gesprengt ist”); das erklirt sich durch Aufhebung der Affinitat 
der £-Glucosidase zum f-Glucosidorest von Ila infolge des 
Hintrittes des Substituenten I in dessen 6-Stellung. Die Nicht- 
spaltbarkeit des Amygdalins durch Prunase ist somit ein genaues 
Gegenstiick zum Verhalten des aw-Methylgentiobiosids gegen 
Hefemaltase. Es gelingt jedoch nicht, eine vollstandige Par- 
allele zwischen den @- und den f-Glucoside spaltenden Fer- 
menten durchzufiihren; die absolute Spezifitit des letzteren 
ist schirfer ausgeprigt, denn die a-Glucosidase spaltet auch 
das «-glucosidische Disaccharid Maltose mit, waihrend an der 
Individualitat der f-Disaccharase (Gentiobiase, Cellobiase) nicht 
zu zweifeln ist. . 

Am undurchsichtigsten liegen die Verhiiltnisse zurzeit auf dem 
Gebiete der Spezifitit der Galaktosidasen.*) Vielleicht beruhen die 
hier bestehenden Widerspriiche zum Teil auf der noch herrschenden 
Unklarheit iiber die Natur und die Individualitét mancher in Betracht 


kommender Substrate (Galaktosido-glucosen, Galaktosido-galaktosen, — 
Glucosido-galaktosen). Wie unsicher diese Dinge noch sind, ersieht man 





1) Kuhn, nach Oppenheimer, Die Fermente usw., 8. 586. 
*) Armstrong u. Horton, Proc. Roy. Soc. Bd.85 (B), 8.359 (1912). 
*) Vgl. Oppenheimer-Kuhn, a. a. O., 8. 624. 
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beispielsweise aus der Tatsache, da8 die Galaktosido-glucose von 
Emil Fischer und Armstrong’), die man fast mit Sicherheit als 
identisch mit Melibiose ansah*), nach neusten Untersuchungen *) doch ver- 
schieden von dem natiirlichen Disaccharid zu sein scheint. 


Beschreibung der Versuche. 


Die Maltaselésungen wurden durch Ausziehen von 350 g 
Trockenmalz mit 1 Liter Toluolwasser wihrend 24" im Lis- 
schrank dargestellt. Die filtrierten Ausziige wurden sofort im 
kontinuierlichen Dialysator von Gutbier durch Pergament- 
papier gegen flieBendes Wasser bis zum Verschwinden der 


reduzierenden Bestandteile dialysiert. Dauer der Dialyse 


2—4 Tage. 
Malzauszug A: py = 5,3 
: = 4,7 Eigenaciditat. 

= 6,2 : 

; 100 cem von B wurden durch 20 ccm Citrat + Natron- 
lauge auf py = 6,0 gebracht; bei der Benutzung wurden 
die entnommenen Proben durch Salzsiiure auf die 
gewtnschte Aciditit gebracht. 


9? 


3? 


9O8 
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Kinetik der Malzmaltasewirkung. 


Zusammensetzung der Lésungen: 0,5 g Maltose in 80 cem Wasser + 
10cem Citratpuffer (py = 4,9) + 10cem Ferment. Temperatur 37—39°. 
Titrationen mit je 10cem. 




















1. Ferment A, 6 Tage alt. — 2. Ferment A, 22 Tage alt. 
= 104 a sf 10* a 
t img Cu lo oe 16 t img Cu 0 1 
€ Spaltung| ¢ PP x . Spaltung| 7 "Sa—a 
o*| 51,7 he sees 0"! 53,8 a rt 
ae) 52,7 2 43 2%! 54,9 2 43 
4"| 58,5 4 44 4°] 55,7 4 44 
8"} 56,9 10 57 8"} 58,2 if 50 
245] 63,4 28 60 24"| 66,5 25 52 
325] 69,7 38 65 32") 70,1 32 52 
48" 73,6 52 66 48° 18,2. 43 51 























1) E. Fischer u. Armstrong, Chem. Ber. Bd. 35, S. 3144 (1902). 
*) Z.B. H. Pringsheim, Die Polysaccharide (II. Aufl. 1928), S. 34. 
5) Schlubach uu. Rauchenberger, Chem. Ber. Bd. 58, 
S. 1184 (1925). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CIL. 13 
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8. Ferment B, frisch. 





Jesaia Leibowitz, 





4. Ferment B, 18 Tage alt. 























































































































0 10+ 0/ iM... 6 
t Img Cu lo Sg teliiweeranns ¢t Ime Cu 0 10° 
, Spaltung}| 7 Coa 4 Ss t mG —2% 
0%} 48,6 -- a O*] 57,0 — — 
25) 49,8 ~ 66 2h) 58,1. 2 43 
4") 51,2 6 67 4") 59,2 4 44 
g"| 58,4 12 69 st} 60,8 8 45 
24"| 63,8 34 15 24") 68,5 21 42 
82"| 68,0 44 79 825) 72,1 28 45 
48") 74,5 62 87 48") 78,5 40 47 
72"] 81,2 80 97 
5. Ferment C, frisch, 6. Ferment C, 19 Tage alt. 
0 104 Mw, At a 
t Img Cu lo ——log-——-— ~— img Ca 0 MRE iscecns 
sd Spaltung| ¢ Coa S Spaltung| ¢ “s, —2 
0°} 55,8 se “— on} 46,2 “ = 
4°] 57,4 4 44 45} 47,6 8 33 
9°] 60,6 10 51 8"| 49,7 ~ 45 
24") 68,3 25 52 24°) 56,6 23 47 
48"! 78,8 47 57 4s"! 65,6 41 48 
725] 85,6 60 55 
7. Ferment D, frisch. 8. Ferment D, 18 Tage alt. 
° 104 of | 10 a 
t Cu lo ¢ Img Cu ° pall 
i Spaltung| ¢ “se; — 2 4 ° Spaltung| ¢ en 
0*} 58,0 — _ 0} 50,5 aa a 
8") 57,6 9 51 24") 62,1 24 50 
24") 66,6 27 57 48"! 71,9 46 56 
32") 70,8 85 58 
48! 77,2 50 63 











Verhalten gegen a-Methylglucosid. 


Zusammensetzung der Lésungen: 0,2 g a-Methylglucosid in 830 com Wasser 
+10cecm Puffer + 10 ccm Fermentlésung. Titrationen mit je 10 ccm. 
Temperatur 36°, 


Versuch 1: Ferment=Malzauszug D; py = 4,9 
6,6 


ei 


9 


» 8: Ferment=Hefeauszug; 


6,6 
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t ing Cu °/, Spaltung 
1 0» — = 

24% ‘nies oN 

48> ae nee 
2. 9» _ — 

94> ‘sia ee 

48" 1,3 Spur 
3 0» — — 

24> 24,4 56 

Reversionsversuche. 


Zusammensetzung der Lésungen: 1,0g Glucose in 60 com Wasser + 
20 ccm Alkohol + 20 cem Fermentlisung. Titrationen mit je 5 ecm. 
Polarisationen im 1-dm-Rohr, Temperatur 238°. 

Versuch 1: Methylalkohol und Malzauszug D 
» 2: Athylalkohol _,, pelt 
» 8: Methylakohol ,, Hefeauszug 




















t mg Cu ap - 
1. 02 93,2 +0,50° 
34 92,5 +0,50° 
6° 93,1 +0,48° 
2. 04 98,4 +0,53° 
3* 98,5 +0,52° 
64 98,1 +0,51° 
3. 04 98,7 +0,53° 
ga 87,1 +0,62° 

64 79,0 ?) 


Verhalten gegen @-Methylmaltosid. 


Fir die Uberlassung eines Priparates von Heptacetyl- 
$-methylmaltosid bin ich Hrn. Dr. Hermann O. L. Fischer 
zu groBem Danke verpflichtet.*) 1,5 g des Acetats wurden 





‘) Infolge eingetretener Triibung war die Ablesung unméglich. 


*) Das von E. Fischer u. Armstrong [Chem. Ber. Bd. 34, 8. 2895 
(1901)] dargestellte Priiparat hatte noch den vor 24 Jahren ermittelten 


Schmelzp. 124°. 


13* 
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nach der Vorschrift von Helferich und Wiegand?) verseift. 
Aus der alkoholisch-atherischen Lésung konnten nur etwa 
0,1 g Glucosid krystallinisch gewonnen werden; zur Gewinnung 
des Restes wurde die Lisung eingedunstet und der Riickstand 
mit Aceton verrieben. Der Malzauszug wurde gegeniiber den 
Krystallen geprift, waihrend die Kontrollversuche mit dem 
amorphen Produkt angesetzt wurden. 


Zusammensetzung der Lésungen: 0,1 g §-Methylmaltosid in 5 ecm Wasser 
+10cem Puffer +5cem Ferment. Titrationen mit je 5cem. Temperatur 38°. 
Versuch 1: py = 4,9; Malzauszug D 
» 2: Py =6,6; Hefeauszug 

» 938: Py = 5,0; Emulsinlésung 








t mg Cu °/o Spaltung 








1 6 — ne 
245 — as 
48" — sit 


2. ob on ser 
24h 18,4 72 


3. ob _ _ 
ys 14,0 52 











) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 440, 8. 17 (1924). 








Zur Kenntnis der Wachstumsfaktoren. VI. 


Von 


Hans v. Euler und Sven Steffenburg. 
Mit 2 Figuren im Text. 





(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 21. August 19265.) 





Uber die Wirkungsweise des mit dem Wachstumsfaktor 1D 
haufig (aber nicht immer) gepaarten anti-rachitischen Vitamines 
Al haben wir bis jetzt als Anhaltspunkte im wesentlichen 
nur 2 Tatsachen: 

1. Al beeinfluBt die Bildung und Zusammensetzung der 
Knochen hoherer Tiere’), indem rachitische Veranderungen der 
Knochen innerhalb gewisser Grenzen der gleichzeitigen Ca- 
und PO,-Aufnahme durch dieses Vitamin verhiitet bzw. geheilt 
werden. 

2. Die bei Rachitis eintretende Anderung im Gehalt des 
Blutes an freiem Phosphat wird durch Al verhiitet bzw. geht 
nach A1-Kinnahme wieder zum normalen Stand zuriick. 

Uber das Schicksal der mit der Nahrung per os ein- 
gefiihrten Stoffe 1D und Al ist unseres Wissens nicht einmal 
eine Vermutung geaiuBert worden. Wie an anderer Stelle 
schon von einem von uns betont wurde, ist es eine Voraus- 
setzung fiir chemische Fortschritte auf diesem Gebiet, dab 
chemisch me8bare Reaktionen aufgefunden werden, welche sich 
durch die zu untersuchenden Stoffe 1D und Al quantitativ 
beeinflussen lassen. : 

Das Studium einer solchen Reaktion wiirde die Grund- 
lage liefern fiir die Aufstellung der Bilanz der Stoffe 1D und 





) Auf die nach Abschlu8 dieser Untersuchung erschienenen inter- 
essanten Arbeiten von Holt, Emmet und La Mer {Jl. of Biol. Chem. 
Bd. 64, 8. 509, Juliheft (1925)] kann hier nur verwiesen werden. 








lh ti on na we: 





Me PALME) TIL he POE ae fl ee UMM St ee Oe 








196 Hans v. Euler und Sven Steffenburg, 


Al im Tierkérper. Uber diese Bilanz ist bisher so gut wie 
nichts bekannt; gegeniiber der Bilanz') des wasserléslichen 
Wachstumsfaktors hD und des anti-neuritischen Vitamins B 
muB ein wesentlicher Unterschied insofern vorliegen, als 1D 
und Al in gewissen Organen in viel hdherem Grad gespeichert 
werden kénnen, als dies bei den wasserléslichen Stoffen hD 
und B der Fall ist. 

Beim Aufsnchen der primar von Al und 1D beeinfluBten 
Vorgainge in Organen und Zellen, in welchen diese Stoffe iiber- 
haupt zur Wirkung kommen, sind wir von der Arbeitshypothese 
ausgegangen, daB das Biut bzw. die Erythrocyten und Leuko- 
cyten Vermittler der A- und 1D-Wirkungen sind, und da’ 
demgemiB die Formelemente des Blutes, ferner Knochenmark, 
Milz und Thymus als Wirkungszentren fiir A und 1D zunichst 
in Betracht kommen. 


1. Versuche mit Knochenmark. 


Zwei Versuchsreihen wurden ausgefiihrt. Kine orientierende 
Versuchsreihe (EK. Erikson) zeigte, daB das Knochenmark von 
Kilbern unter den 1D-reichsten Geweben ist, welche der 
K6érper héherer Tiere besitzt. 

Wir benutzten das reine und frische Knochenmark aus 
der Femur und zwar wurden die taglichen Dosen stets mig- 
lichst nahe der Epiphyse (Verkalkungsgrenze) entnommen; dabei 
wurde streng darauf geachtet, da8 nicht Teile der Verkalkungs- 
zone mitgenommen wurden, wodurch Bestandteile des Knochen- 
gewebes das Ergebnis beeinfluBt haben kénnten. Das Material 
wurde uns vom Stockholmer stiadtischen Schlachthaus Enskede 
freundlichst geliefert. 

Die Wachstumswirkung war ganz auBerordentlich stark. 
Bereits im Vorversuch (Ratte 132bf) wurde ei mittlerer 
Zuwachs von 0,6 g per Tag durch Eingabe von 0,50 g jeden 
zweiten Tag erzielt. Beim letzteren Versuch (Ratte 246), welche 
1 g frisches Knochenmark per 24 Stunden erhielt, betrug das 





') Vgl. hiersu A. Lichtenstein u. H.v. Euler, Acta pxdiatrica 
S. 2, S. 888 (1928). 
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Wachstum 1,7 g per Tag (in 24 Tagen von 46—80 g Korper- 
gewicht). 

Die histologische Priifung der Epiphysengrenzen und der 
Knorpelgrenze der Rippen hat das Bild einer durchaus normalen 
Verkalkung gegeben. Die Grundkost war, wie bei unseren 
friiheren Versuchen: 


Casein (vitaminfrei) . . 20Teile Gehiartetes Steinnu8él . 10 Teile 
iis ck 64 es ee Salzgemisch(McCollum) 5 ,, 
Dazu 5 Teile Marmite (von Marmite Food Comp. London). 


C-Vitamin wurde in der Weise ad libitum zugefiihrt, dab 
das Trinkwasser 10°/, Citronensaft enthielt. 

Wegen der Behandlung der Versuchstiere und der Versuchs- 
anordnung kann auf die Monographie des einen von uns ver- 
wiesen werden. Von den zwei Rattenstémmen des Laboratoriums, 
welche wir Hrn. Dr. Sopp, Cap, Norwegen, verdanken, kam 
hier nur der ganz weibe zur Anwendung. 

Folgendes ist die Zuwachskurve der Knochenmarkversuche 
(Fig. 1). 


80} nmark 












































Q 0 5 10 6 20 25 30 
Vorbeh Versuchstage 
Fig. i 


Die Versuche werden mit kleineren Knochenmarkmengen 
und mit Knochenmark von rachitischen Tieren fortgesetzt. 
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Im AnschluB an diese Versuche seien auch einige Altere 
Ergebnisse an Blut mitgeteilt (Henry Widell). 

Dieselben wurden mit Rattenblut angestellt, welches un- 
mittelbar nach der Decapitierung der Tiere aus der Halsader 
ausfiob. Es wurde in gradierten Réhrchen aufgefangen und 
unabhingig vom Koagulationszustand am gleichen Tag der 
Blutentnahme als A- und 1D-Material zur Erginzung der 
Grundkost gegeben und zwar rund 0,50 ccm per Tag. Die 
beiden Versuchsreihen, eine mit dem Blut von normalen, bei 
wahlfreier, A-haltiger Kost aufgewachsenen Ratten und eine 
andere mit dem Blut rachitischer Ratten, welche sich z. T. 
im Zuwachsstillstand befanden, teils infolge A-Mangels taglich 
an Kérpergewicht verloren, muBten aus 4uBeren Griinden schon 
nach 18 bzw. 23 Tagen abgebrochen werden. Zieht man die 
Trockensubstanz des Blutes in Rechnung, so muB auch die 
spezifische Wachstumswirkung des normalen Blutes (innerhalb 
der kurzen Versuchszeit) als eine hohe bezeichnet werden. 
Auffallend war, daB auch das Blut der rachitischen Ratten 
noch eine, allerdings viel geringere, aber immerhin nicht un- 
bedeutende Zuwachswirkung zeigte (Fig. 1, Ratten 167 wf, 
170 wf, 420 wf und 421 wf). 


2. Versuch mit Parathyreoidea. 


Einen schon friiher in Aussicht genommenen Versuch mit 
Parathyreoidea') haben wir — des schwierig zu beschaffenden 
Materials wegen allerdings nur an einem Versuchstier?) — 
nunmehr durchfiihren kénnen. Die Beschrinkung auf ein 
Versuchstier gestattete auch nicht, die beabsichtigten Blut- 
untersuchungen vorzunehmen, sondern es konnten nur Ziahne, 
Epiphysengrenzen und Costo-Conchoidralgrenzen einer histo- 
logischen Priifung unterworfen werden. Die Verkalkung erwies 
sich den untersuchten Schnitten nach — wir verdanken dieselben 
Frl. Isabella Lovén, Pathologische Abteilung des Kranken- 





1) Vgl. Euler u. Myrback, Diese Zs. Bd. 148, S. 180 (1925). 

*) Wir verdanken die stets frischen Mengen von Rinderthyreoidea 
dem hiesigen stadtischen Schlachthaus. Eines unserer zwei Versuchstiere 
wurde wihrend des Versuchs unbrauchbar und wurde getétet. 
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hauses Sabbatsberg — durchaus normal; Besonderheiten, wie 
sie nach der sehr starken Zuwachswirkung vielleicht erwartet 
werden konnten, haben wir noch nicht feststellen kénnen. 

Die Untersuchung der Parathyreoidea als A1-haltiges 
Material verdient ganz besonderes Interesse wegen des seit 
langerer Zeit Bekannten Hinflusses dieses Organs auf den 
Calciumstoffwechsel (Mc Leod, Collip'). In neuerer Zeit hat 
Fr. Hammett in bemerkenswerten Mitteilungen den Einflub 
der Parathyreoidektomie auf die Zahnbildung der Ratten?) 
und auf die Zusammensetzung der langen Réhrenknochen *) 
gezeigt. 

Inwieweit die durch Parathyreoiden veranlaBte Veranderung 
des Ca-Stoffwechsels mit dem Phosphatstoffwechsel primar 
zusammenhingt, la8t sich wohl noch nicht sagen. Immerhin 
scheint der Hinfiu8 der Parathyreoidea geeignet, auch ein 
Licht auf die Frage der Kalkapposition an sich*) zu werfen, 
und es liegt nun andererseits auch nahe, die Enzyme des 
Zymophosphatstoffwechsels in der Parathyreoidea aufzusuchen. 





1) Collip, Jl. of Biol. Chem. Bd. 68, 8. 895 (1925); Collip, Clark 
u. Scott, Jl. of Biol. Chem. Bd. 63, S. 489 (1925); siehe auch T. Inouge, 
Am. Jl. Physiol. Bd. 70, 8. 524 (1924). 

*) Fr. Hammett, Am. Jl. Physiol. Bd. 62, 8. 197 (1922). 

5) Fr. Hammett, Jl. of Biol. Chem. Bd. 59, S. 41 (1924). 

*) Siehe hierzu die theoretischen Beitrige von Freudenberg u. 
Gyérgy, Biochem. Zs. Bd. 110—142, (1920—1923); ferner Bd. 147, 
S. 191 (1924); Besonders Ergebnisse der inneren Med. Bd. 24, 8. 17 
(1928). Dazu auch die Bemerkungen von R. Liesegang, Biochem. Zs. 
Bd. 145, S. 96 (1924); Bd. 149, S. 605 (1924). Ferner Brehme u. Gydrgy, 
Biochem. Zs. Bd. 157, S. 248 (1925). 

Bei der Diskussion des Verlaufes der Kalkapposition wird nach 
Pfaundier immer noch hervorgehoben, dab eine ,,Kalkadsorption“ den 
Vorgang der Verkalkung einleiten soll. 

Diese Gesichtspunkte stammen aus einer Zeit, in welcher die rein 
formale Behandlung der Adsorptionserscheinungen in den Vordergrund 


gestellt wurde. 
Trotzdem sich einstweilen durch die grundlegenden Arbeiten von 


Langmuir, Harkins, Hardy u. a. eine neue Epoche in der Lehre 
von den Adsorptionserscheinungen Bahn gebrochen hat, nach welcher 
die Adsorption offenbar nichts anderes ist, als die auf Oberflichen be- 
grenzten, den bekannten chemischen Gesetzen folgenden chemischen 
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Die Kurve der Fig. 2 zeigt, daB die 1D-Wirkung der 
Parathyreoidea sehr hoch ist, daB also ein hoher Gehalt am 
fettléslichen Wachstumsfaktor in diesem Organ anzunehmen 
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ist; nach den histologischen Befunden kann auch auf einen 
hohen Gehalt an Ail geschlossen werden. 


3. Beobachtungen tiber das Wachstum von Ratten unter dem 
Einflu8 von ultraviolett bestrahlten Olen. 


Bereits in einer vorhergehenden Mitteilung wurde darauf 
hingewiesen, daB der Zuwachs von Ratten, welcher bei sonstiger 
Ernahrung mit Grundkost + B (Marmite) + C (Citronensaft) unter 
dem Einfiu8 ultraviolett bestrahlter Stoffe eintritt, nicht wie 
bei der Erginzung der Grundkost mit Tran, Butter, Tomaten usw. 
unbegrenzt fortschreitet, sondern daB die urspriinglich starken 





Reaktionen, wird — besonders in den Kreisen der Nichtchemiker — immer 
noch eine gewisse Gegensitzlichkeit zwischen Adsorption und chemischer 
Bindung konstruiert. | 

Es dringt sich beim Studium der neueren Literatur iiber Ver- 
kalkung infolgedessen die Frage auf, was eigentlich darunter verstanden 
werden soll, da8 ,die Ca-Apposition die Verkalkung einleitet, wenn 
man sich auf den Boden der durch die Erfahrung so gut gefestigten 
Lésungstheorien, besonders auf den Nernstschen Satz vom konstanten 
Léslichkeitsprodukt stellt (vgl. hierzu Nernst, Lehrbuch 8.—10. Aufl, 
1921, S. 579 ff.). Zum EinfluB der Aciditit auf die Ca-Apposition liefert 
einen sachgemiBen Beitrag Hummel, Klin. Wochenschr. Bd. 8, 8. 2384 
(1924). 
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Zuwachswirkungen nach verschiedenen Zeiten, und zwar je 
nach der Art der Bestrahlung des Fettes abnehmen. Unter 
Umstanden kann das Wachstum nach 6—10 Wochen iber- 
haupt aufhéren. 

Ganz ausgeblieben ist diese Erscheinung bis jetzt nur 
bei der Untersuchung von Tran, welcher durch Luftdurchleiten 
bei 100° inaktiviert und dann durch Ultraviolettbestrahlung 
wieder aktiviert wurde. | 

Der gleiche Abfall der Zuwachskurve hat sich und zwar 
schon nach kiirzerer Zeit geltend gemacht, als wir die Akti- 
vierung von Arachisél nicht durch Ultraviolettbestrahlung vor- 
nahmen, sondern durch elektrische Entladungen zwischen den 
mit dem Sekundirstrom eines kraftigen Induktionsapparates 
verbundenen Metallspitzen. 

Wir vermuten, daB es sich in beiden Fallen im wesent- 
‘lichen um die gleiche Ursache handelt: Gleichzeitig mit der 
Bildung des Faktors R 1D, welcher die Aktivitéit des bestrahlten 
baw. der elektrischen Entladung ausgesetzten Oles bedingt, 
geht die Erzeugung eines oder mehrerer Stoffe einher, welcher 
wachstumshemmende Wirkung auf den tierischen Organismus 
ausiiben, seien es eigentliche Giftwirkungen, welche auf irgend- 
ein Organ lokalisiert sind, seien es Hinfliisse, welche speziell 
den Zuwachs hemmen. Wir haben bisher die Entladungen 
zwischen Platinspitzen vor sich gehen lassen; an der hemmen- 
den Wirkung des so behandelten Oles ist verstiubtes und 
kolloides Platin beteiligt. | 

Diese gleichzeitige Bildung eines das Wachstum in posi- 
tiver und eines ‘das Wachstum in negativer Richtung beein- 
flussenden Stoffes wurde, und zwar noch viel deutlicher, beim 
Studium des Einflusses von bestrahltem Arachisél auf das 
Wachstum von Mikroorganismen beobachtet’), dort trat nach 
langerer Bestrahlung des in den Nahrboden eingehenden Oles 
die Hemmungswirkung, sei es durch Neubildung eines Gift- 
stoffes oder durch Wiederzerstérung des gebildeten R-Faktors, 
stark hervor. 





1) Euler, Biochem. Zs. Bd. 168, im Druck (1925). 
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Es scheint erwahnenswert, daB ein ahnliches Abfallen der 
Wachstumskurve von Ratten, wie das oben erwahnte, auch 
bei der direkten Bestrahlung von Ratten, die bei A-freier Kost 
leben, sich auch aus den von E. Margaret Hume?) an- 
gegebenen Kurven ergibt. Bei ihren Versuchen handelt es 
sich allerdings um laingere Versuchszeiten an ialteren Tieren 
und es bleibt erst zu untersuchen, ob der Einflu8, der sich 
bei MiB Humes Versuchen geltend machte, mit dem hier 
beschriebenen wesensgleich ist. 


Zusammenfassung. 


1. Knochenmark (Kalb) und Blut (Ratte) besitzen einen 
Gehalt an fettléslichem Wachstumsfaktor 1D und an anti- 
rachitischem Vitamin Ai, welcher den der meisten anderer 
Organe und Kérperflissigkeiten weit tbertrifft. 

Dieser Befund wird damit in Zusammenhang gesetzt, daB 
der fettlésliche Wachstumsfaktor an der Blutbildung wesentlich 
beteiligt ist, und da somit die Formelemente des Blutes sowie 
das Knochenmark Wirkungscentra dieses Faktors sind. 

2. Kin bis jetzt alleinstehender Versuch mit Parathyreoidea 
scheint auf eine hohe Wachstumwirkung und antirachitische 
Wirkung von Bestandteilen dieses Organs hinzudeuten. 

3. Die wachstumbeférdernde Wirkung der Ultraviolett- 
bestrahlung*) besitzt ein Optimum, das nach einer gewissen Be- 
strahlungszeit bzw. nach einer gewissen Menge absorbierter 
Energie auftritt; wird dieses iiberschritten, so macht sich aus 
noch nicht aufgeklarten Ursachen eine Hemmung geltend, 
welche schlieBlich die Aktivierung tiberwiegt. 





1) E. Margaret Hume, Lancet Bd, 11, S. 1318 (1922). 

*) Die von Kugelmass u. J. Mec Qwarrie (Science 60) beschrie- 
bene Emission ultravioletter Strahlen aus Tran bei dessen Autoxydation 
kénnen wir nicht bestitigen. 




















Uber die spezifischen Wirkungen von Pankreastrypsin 
und Pankreaserepsin. 


Dritte Mitteilung') zur Spezifitat tierischer Proteasen. 
Von 


Ernst Waldschmidt-Leitz und Anna Harteneck. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften in 
Minchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6. September 1925.) 


Die Spezifitat der proteolytischen Wirkungen der Pankreas- 
driise, so wie sie die Literatur beschreibt, scheint, wenigstens in 
ihren wesentlichen Umrissen, geklart zu sein. Zu diesen Beob- 
achtungen der Literatur zihlen die eingehenden Untersuchungen 
von E. Fischer und P. Bergell?) und yon E. Fischer und 
E. Abderhalden®) ,Uber das Verhalten verschiedener Poly- 
peptide gegen Pankreassaft“, deren Ergebnisse die Behauptung 
zu rechtfertigen schienen, ,,da8 die Priifung mit Pankreassaft 
ein Mittel ist, die groBe Zahl der kiinstlichen Polypeptide in 
biologisch verschiedene Klassen einzuteilen“.4) Die von Fischer 
und Abderhalden vorgenommene Einteilung der Peptide in 
hydrolysierbare und in nicht hydrolysierbare, die von der 
referierenden Literatur®) tibernommen worden ist, schien zu 





1) Friihere Mitteilungen Chem. Ber. Bd. 58, 8. 1856 (1925); Diese 
Zs. Bd. 147, S. 286 (1925). 

2) Chem. Ber. Bd. 86, S. 2592 (1903); Bd. 37, S. 3103 (1904). 

’) Diese Zs. Bd. 46, 8. 52 (19085). 

*) a. a.0., und zwar 8. 56 (1905). 

5) Vgl. C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen, 
5. Aufl., Leipzig 1925, 2. Bd., 8. 870; O. Kestner, Chemie der Eiweib- 
_kérper, Braunschweig 1925, 8. 92. 
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dem bemerkenswerten und nicht erklirten Ergebnis zu fihren, 
daB die enzymatische Spaltbarkeit auch der natiirlich vor- 
kommenden Peptide abhinge nicht nur von ihrer sterischen 
Konfiguration, auch von der Art der einzelnen Aminosdure- 
komponenten, ihrer Anzahl und ihrer strukturellen Anordnung. 
Die Bedeutung, die diesen Beobachtungen von der Literatur 
beigelegt worden ist und die auch fir die Auswahl der in 
unserer Untersuchung angewandten Substrate wegleitend war, 
veranlaBt uns, einen anschaulichen Auszug aus der Fischer- 
schen Tabelle hier wiederzugeben. 


Tabelle 1. 
Spaltbarkeit von Peptiden nach Fischer und Abderhalden. 

















Hydrolysierbar Nicht hydrolysierbar 
Alanyl-alanin Glycyl-glycin 
Alanyl-glycin Glycyl-alanin 
Glycyl-tyrosin Leucyl-glycin 
Leucyl-tyrosin Leucyl-alanin 
Leucyl-glycyl-glycin Diglycyl-glycin 
Tetraglycyl-glycin Triglycyl-glycin 


Die Frage, ob die beobachteten Hydrolysen auf ver- 
schiedene proteolytische Enzyme des Pankreassaftes und auf 
welche von ihnen sie zuriickzufiihren seien, ist von Fischer 
und Abderhalden gestellt, aber nicht beantwortet worden; 
indessen haben die Erfahrungen, die die Forschung seit. der 
grundlegenden Entdeckung des Darmerepsins durch O. Cohn- 
heim!) fiber die Wirkungen dieses Enzyms gesammelt hat, 
mehr und mehr zu der Anschauung geftihrt, die peptidspaltende 
Wirkung des pankreatischen Sekrets wie der Driise selbst 
einem besonderen, ereptischen Driisenenzym zuzuschreiben. 
Zu den spezifischen Wirkungen dieses letzteren rechnete man 
danach ferner die Hydrolyse von Peptonen?), von Protaminen 





*) Diese Zs. Bd. 33, S. 451 (1901). : 

*) Vgl. H. M. Vernon, Jl. of Physiol. Bd. 30, S. 880 (1903); 
G. Schaeffer u. E. Terroine, Jl, de Physiol. et Pathol. gen. Bd. 12, 
S. 905 (1910); K. Glaessner u. A. Stauber, Biochem. Zs. Bd. 25, 8. 204 
(1910); J. Wohlgemuth, Biochem. Zs. Bd. 89, S. 802 (1912). 
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und Histonen') und endlich, wenn auch nicht unbestritten, 
die Spaltung von Casein’), allgemein aller der Stoffe, bei 
welchen man eine Aufspaltung durch nichtaktivierte Pankreas- 
praparate wahrnahm, wihrend man als die spezifischen Substrate 
des pankreatischen Trypsins diejenigen hdhermolekularen 
Proteine ansah, zu deren Hydrolyse das Enzym der Aktivierung 
durch Enterokinase bedurfte. Gegen diese Unterscheidung der 
beiden Enzyme haben sich aus einer Untersuchung des einen 
von uns ,,Uber Enterokinase und die tryptische Wirkung der 
Pankreasdriise“*) Bedenken ergeben, deren SchluBfolgerungen 
auch in unserer vorausgehenden Abhandlung erértert worden 
sind‘); sie hatte nimlich in einer Untersuchung von G. Schaeffer 
und E. Terroine®) dazu gefiihrt, die Annahme zweier ver- 
schiedener proteolytischer Enzyme in den Pankreassekreten 
durch Angaben iiber ein Verfahren zu ihrer Trennung zu er- 
harten. Die theoretischen Grundlagen dieses Verfahrens, dessen 
experimentelle Ergebnisse von uns widerlegt und richtiggestellt 
worden sind, waren nicht mehr als gesichert zu betrachten; 
fiir die Beschreibung der spezifischen Wirkungen des tryptischen 
wie des ereptischen Enzyms ergaben sich neue Richtlinien. 
Noch einen Schritt weiter geht das Lehrbuch von C. Oppen- 
heimer, ,Die Fermente“*), das sich die SchluBfolgerungen von 
Schaeffer und Terroine zu eigen macht; der protein- 


spaltenden Komponente des ,,Pankreastrypsins“, der Tryptase, 


werden auf Grund der neueren, insbesondere durch E. Abder- 
halden’) vertretenen Vorstellungen iiber die Struktur der 
Proteine lediglich desaggregierende Funktionen zugeschrieben, 
wihrend als seine peptolytische Komponente ,,eine Gruppe von 
Peptidasen“ angesehen wird, die ,,die Aufspaltung“ der Proteine 





1) Vgl. G. Schaeffer u. E. Terroine, a. a, O. 

®) Vgl. W. M. Bayliss u. E. H. Starling, Jl. of Physiol. Bd. 30, 
S. 61 (1903); G. Schaeffer u. E. Terroine, a. a. O. 

8) E. Waldschmidt-Leitz, Diese Zs. Bd. 132, 8. 181 (1928/24). 

*) Diese Zs. Bd. 147, 8. 286 und zwar 8S. 287 (1925). 

5) a. a. O. 

6) 5, Aufl., Leipzig 1925, 2. Ba, S. 875. 

" Netaretadidedaites Bd. 12, S. 716 (1924). 
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»in die letzten einfachsten Bestandteile, die freien Aminosiuren, 
vollzieht.') Sie wird in Hinblick auf die Untersuchungen 
von Fischer und Abderhalden von dem weniger auswihlend 
wirkenden Darmerepsin unterschieden. 

Die SchluBfolgerungen, die die Forschung aus den vor- 
liegenden Ergebnissen hinsichtlich der Spezifitit der gepriiften 
Enzyme wie hinsichtlich der Struktur der angewandten Substrate 
abgeleitet hat, sind unsicher und bedeutungslos; der Forderung 
nach enzymatischer Einheitlichkeit, die allein eine exakte 
Priifung der spezifischen Wirkungen gewihrleistet, haben die 
untersuchten Enzympriparate in keinem Falle entsprochen. 
Die Trennung von Trypsin und Erepsin in den Ausziigen der 
Pankreasdriise durch das Verfahren der auswahlenden Adsorption 
mittels Tonerde, wie sie in der zweiten Abhandlung dieser 
Reihe beschrieben wurde, hat erst ,den Weg eréfinet zu einer 
gesicherten Priifung ihrer spezifischen Wirkungen wie auch 
der Bedeutung des Hilfsstoffs Enterokinase fiir die Spezifitat 
des tryptischen Enzyms“.*) Die groBe Bedeutung der pri- 
parativen Adsorptionsmethoden, die berufen sind, nicht nur 
iiber die Spezifitét enzymatischer Individuen zu entscheiden, 
sondern auch die Erkenntnis rein strukturell-chemischer Probleme 
zu férdern, geht aus den nachstehenden Betrachtungen hervor, 
in denen wir tiber unsere Versuchsergebnisse berichten. 

Die Auswahl der Substrate, die wir dem Angriff der 
getrennten, einheitlichen Pankreasenzyme, des Trypsins und 
des Erepsins unterworfen haben, betraf einmal eine Reihe 
einfacher Peptide, ferner ein kiufliches Pepton der Pepsin- 
verdauung als proteolytisches Abbauprodukt sowie einfacher 
konstituierte basische Proteine wie Protamin und Histon und 
endlich eine gréBere Anzahl hdhermolekularer Proteine aus 
verschiedenen Gruppen dieser Stoffe. Es hat sich ergeben, 
da8 die spezifischen Wirkungen der beiden Enzyme strenger, 
als angenommen, voneinander zu unterscheiden sind: Alle 
untersuchten Dipeptide wurden von Erepsin hydrolysiert, 





1) a. a. O. und zwar S. 891. 
*) Diese Zs. Bd. 147, S. 286 und zwar S. 290 (1925). 
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keines derselben dagegen von dem tryptischen Enzym, 
auch nicht ein Tripeptid, das zu den spaltbaren zahlte. Es 
hat sich weiter gezeigt, daB die Wirkung des Erepsins auf 
einfache Peptide beschrinkt ist: weder Pepton der peptischen 
Verdauung, noch Protamin oder Histon noch irgendein anderes 
der untersuchten Proteine war durch Erepsin zerlegbar, aber 
alle diese Praparate wurden durch Trypsin hydrolysiert; in 
keinem Falle lieB sich eine Vertretbarkeit der beiden 
Enzyme nachweisen. 

Sodann haben wir an den besprochenen Beispielen den 
EinfluB der Aktivierung durch Enterokinase auf die Akti- 
vitaét des tryptischen Enzyms gepriift, das unter den Bedingungen 
seiner Darstellung in nichtaktivierter Form erhalten wird und 
das nun, wie aus der nachfolgenden vierten Mitteilung hervor- 
geht, nach der Abtrennung des Erepsins auch keine Selbst- 
aktivierung mehr erleidet. Die Ergebnisse dieser Versuche 
lassen erkennen, daB fiir die Spaltung héher molekularer Proteine, 
wie es ja bekannt ist, die Aktivitit des Enzyms durch die 
Aktivierung mit Enterokinase bedingt wird, daB dagegen in 
gewissen anderen Fallen, so bei Histon, Protamin oder auch 
Pepton, das Enzym auch ohne den Aktivator betracht- 
liche proteolytische Wirkungen ausiibt; besondere ver- 
gleichende Versuche haben erwiesen, daB die Hydrolyse in 
diesen Fallen nicht etwa auf eine gesteigerte Aktivitéat von 
spurenweise aktiviertem Enzym, sondern lediglich auf die 
Wirkung des nichtaktivierten Trypsins zuriickzufihren ist. 

Diese Befunde verdienen insofern eine gewisse Beachtung, 
als durch sie auch auf einem anderen Wege der Beweis er- 
bracht wird, daB das Trypsin in der Pankreasdriise nicht, wie 
man friiher annahm'), in unfertiger, in Zymogenform gebildet 
und erst durch die Enterokinase in aktives Enzym umgewandelt 
wird, sondern daB dem Aktivator nur die Bedeutung eines 
Hilfsstoffs zukommt.*) 





1) Vgl. W. M. Bayliss u. E. H. Starling, Jl. of Physiol. Bd. 30, 
S. 61 (1904); Bd. 32, S. 129 (1905). 
2) Siehe dazu E. Waldschmidt-Leitz, Diese Zs, Bd. 182, S. 181 
und zwar S. 190 (1923/24). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CIL. 14 
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In der folgenden Tab. 2 sind unsere Resultate in quali- 
tativer Form veranschaulicht, wihrend ihre quantitativen Unter- 
lagen aus dem Versuchsteil zu entnehmen sind. 


Tabelle 2. 
Spezifitét von Pankreastrypsin und Pankreaserepsin. 
(Angaben bedeuten: — = keine nachweisbare, + = positive, ++ = ver- 
stiirkte Hydrolyse.) 








Enzym 


Substrat : 
a ‘ Trypsin + 
Erepsin | Trypsin Enterokinase 





a 








| Alanyl-glycin (es 
Glycyl-tyrosin . ..... + ss us 
Glycyl-glycin ee + 
Glycyl-alanin ee + 
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ade 
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+ 
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Leucyl-alanin owas 
Leucyl-glycyl-glycin . . 
Pepton (ex albumine, Merck) — 4 
en ee a es : _ + ++ 
Thymushiston . .... . — + 
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Die Ergebnisse unserer Versuche iiber die Hydrolyse 
einfacher Peptide durch Pankreaserepsin widersprechen den 
Befunden von E. Fischer und E. Abderhalden!) prinzipiell; 
eine qualitative Unterscheidung der natirlich vor- 
kommenden Peptide nach ihrer Spaltbarkeit la8t sich 
nicht durchfiihren. Die Bedeutung der gewonnenen Resultate 
wird auch nicht durch den Einwand entkraftet, daB eine quali- 
tative Verschiedenheit zwischen dem Erepsin des Driisen- 
gewebes selbst und dem ihres Sekretes zu beriicksichtigen sei, 
so wie Fischer und Abderhalden selbst*) gewisse Ab- 
weichungen in der Spezifitit dieser beiden Enzympraparate 
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1) Diese Zs. Bd. 46, S. 52 (1905). 
*) a. a. O., und zwar S. 55 (1905). 
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gedeutet haben. Aus einer Untersuchung des einen von uns 
mit A.Schaffner, die demnichst zur Veréffentlichung gelangen 
wird, geht nimlich hervor, daB das ereptische Enzym der 
Pankreasdriise in qualitativer wie in quantitativer Spezifitat 
mit dem Erepsin der Darmschleimhaut identisch gefun- 
den wird; fiir die an sich wenig wahrscheinliche Annahme der 
Existenz eines zweiten ereptischen Enzyms in der Driise, 
welches allein das Trypsin in das Sekret begleiten wiirde, laBt 
der quantitative Vergleich mit dem Darmerepsin keinen Raum. 
Die abweichenden Ergebnisse von Fischer und Abderhalden 
diirften vielmehr auf eine geringe, und vor allem auf eine 
ungleiche Wirksamkeit des verwendeten Enzymmaterials zuriick- 
zufihren sein, dessen ereptische Komponente nach unseren 
Erfahrungen, insbesondere bei der alkalischen Reaktion des 
Sekretes, viel unbestandiger ist; sie sind auch nicht in quanti- 
tativem Sinne zu verstehen. Die schwer verstindliche Aus- 
sage, wonach der Organismus an ein und denselben Reaktions- 
ort, in den Darm, zwei Enzyme mit der namlichen Aufgabe, 
aber das eine davon mit nur unvollkommen entwickelter Affinitat 
sezernieren sollte, erscheint heute in anderem Lichte: in Wirk- 
lichkeit sind die beiden Enzyme identisch. : 

Die Wirkung des Pankreaserepsins und gleicherweise die 
des Darmerepsins bezieht sich also lediglich auf die Hydrolyse 
einfacher Peptide; schon ein Pepton der Pepsinverdauung 
unterliegt, wie aus Tab. 2 hervorgeht. und wie,die Untersuchung 
von KE. Waldschmidt-Leitz und A. Schaffer fir das Darm- 
erepsin belegen wird, seiner Einwirkung nicht mehr. Wenn 
daher O. Cohnheim?) in seiner bekannten Untersuchung im 
Jahre 1901 tiber die Entdeckung des Darmerepsins berichten 
konnte, deren analytische Grundlage in der Hydrolyse von 
Pepton der Pepsinverdauung durch die Darmschleimhaut 
bestand, und zwar bis zum Verschwinden der Biuretreaktion, 
so dirfte diese Beobachtung nur deshalb méglich gewesen sein, 
weil das angewandte ereptische Enzym trypsinhaltig war; wie 
Versuche mit A. Schaffner”) erwiesen haben, sind die Lésungen 


1) Diese Zs. Bd. 38, S. 451 (1901). 
*) Noch unveréffentlicht. 
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des Erepsins, die man aus der Darmschleimhaut gewinnt, stets 
durch Trypsin verunreinigt und es bedarf auch in diesem Falle 
der Anwendung adsorptiver Methoden, um das Enzym in ein- 
heitlichem Zustande zu erhalten. Die Angaben der Literatur '), 
daB durch ereptisches Enzym eine rasche Spaltung der Pepsin- 
peptone erfolge und daB die aufeinander folgende Hydrolyse 
der Proteine durch Pepsin und durch Erepsin so vollstandig 
sei wie ihr Abbau durch siedende Sauren, sind zu streichen; 
die zugrunde liegenden Beobachtungen beziehen sich vielmehr 
auf die Einwirkung der drei proteolytischen Enzyme, von 
Pepsin, Trypsin und Erepsin. Die auf die Cohnheimsche 
Beobachtung aufgebauten dlteren Verfahren zum qualitativen 
und quantitativen Nachweis des Erepsins, die die Literatur?) 
empfiehlt, gestatten nicht, die Wirkung dieses Enzyms fiir sich 
allein zu bestimmen: fiir das reine Enzym wiirde man namlich 
gar keine Wirkung wahrnehmen; die gewahlten Substrate 
werden zweckmaBig durch einfache Peptide zu ersetzen sein.*) 

Weiterhin bediirfen die zahlreichen Angaben der Literatur 
tiber die Hydrolyse von Protaminen*), von Histon’) und von 
Casein ®) durch Erepsin der Richtigstellung; auch diese Substrate 
werden, wie unsere Versuche zeigen, durch das Enzym gar nicht 
angegriffen, die angefiihrten Beobachtungen iiber ihre Hydrolyse 
sind also auf die Verunreinigung der angewandten Enzym- 
praparate durch Trypsin zuriickzufiihren. Die SchluBfolgerungen 
von G. Schaeffer und E. Terroine’) endlich, die iiber die 





1) Siehe dazu O. Cohnheim, Diese Zs. Bd. 49, 8. 64 (1906); Bd. 51, 
S. 415 (1906); E. Abderhalden u. P. Rona, Ebenda Bd. 67, S. 405 
(1910); E. Abderhalden u, Fr. Kramm, Ebenda Bd. 77, S, 425 (1912); 
O. Kestner, Chemie der Eiwei8kérper, Braunschweig 1925, 8S. 94. 

*) Vgl. J. Wohlgemuth, Grundri8 der Fermentmethoden, Berlin 
1918, 8. 199 ff. 

8) a. a. O., 8. 202 ff, : 

*) O. Cohnheim, Diese Zs. Bd. 85, 8. 184 und zwar S. 140 (1902); 
F. Rogozinski, Ebenda Bd. 79, S. 898 und zwar S. 418 (1912); 
A. Clementi, Biochem. Zs. Bd. 136, 8. 71 (1922/28). 

5) O. Cohnhein, a. a. O. 

*) 0. Cohnheim, A. Clementi, a. a. O. 

*) Jl. de Physiol. et Pathol. gen. Bd. 12, 8. 905 (1910). 
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Trennung der proteolytischen Enzyme des Pankreas aussagen, 
erweisen sich als unhaltbar und irrefihrend; die Wahl der fir 
spezifisch gehaltenen Substrate zum Nachweis der beiden 
Enzyme hat bewirkt, daB die Messungen der beiden Autoren 
sich in allen Fallen nur auf die Wirkung des einen Enzyms, 
des Trypsins, bezogen haben; die beobachteten Wirkungs- 
verschiebungen, die im Sinne einer Trennung gedeutet worden 
sind, sind, wie die zweite ‘Mitteilung dieser Reihe belegt hat’), 
auf die Selbstaktivierung des Trypsins zuriickzufiihren, 

Die neuen Erkenntnisse iiber die Spezifitat der Pankreas- 
enzyme fiihren zu einer scharfen Unterscheidung mehrerer 
Typen proteolytischer Enzyme. Zur ersten Gruppe, 
den Peptidasen, gehért das Erepsin, als dessen spezifische 
Substrate einfache Peptide, z. B. Di- oder Tripeptide, zu gelten 
haben; eine zweite Gruppe umfaBt die Enzyme vom Typus 
des nichtaktivierten Trypsins, dessen Wirkungen zwar nach- 
gewiesen, aber noch nicht mit einem streng spezifischen Substrate 
gekennzeichnet werden kénnen; fiir die dritte Gruppe spezifisch 
wirkender proteolytischer Individuen ist das aktivierte Trypsin, 
also das System Trypsin + Enterokinase als charakteristischer 
Vertreter anzusehen, fiir die vierte Gruppe endlich das 
Pepsin, deren spezifische Wirkungen noch nicht mit Sicherheit 
zu beschreiben, aber zu unterscheiden sind’); die Verschieden- 
heit ihrer Wirkungen l48t sich auch nicht, wie die weitgehend 
differenzierte Spaltbarkeit beispielsweise von Kieralbumin oder 
Globulin einerseits, von Gliadin, Gelatine oder Histon anderer- 
seits erkennen laBt, allein auf einen verschiedenen Ionisierungs- 
zustand der Substrate zuriickfihren. *) 

Der Einteilung der Proteasen, so wie sie oben gegeben 
wurde, entsprechen die Erfahrungen, die bei einem pflanzlichen 
Enzym, dem Papain, gewonnen worden sind. R. Willstitter 
und W. Grassmann‘) haben gezeigt, daB dieses Enzym, das 





1) Diese Zs. Bd. 147, 8. 286 und zwar S. 302 (1925). 

*) Vgl. C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen, 
5. Aufl., Leipzig 1925, 2. Bd., 8. 839. 

4) Vgl. J. H. Northrop, Naturwissenschaften Bd. 11, §. 718 (1928), 

‘) Diese Zs, Bd. 138, S. 184 und swar S. 204 (1924). 
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keine Affinitét zu einfachen Dipeptiden aufweist, fir die 
Spaltung von Proteinabbauprodukten, beispielsweise von Pepton, 
der Gegenwart eines Hilfsstofis, der Blausiure, bedarf, wihrend 
die Hydrolyse héhermolekularer Proteine durch das Enzym 
auch ohne diesen Aktivator erfolgt; danach wire das Papain 
der dritten, seine Blausiureverbindung der zweiten Gruppe 
proteolytischer Enzyme zuzuordnen. Die bemerkenswerten 
Beziehungen, die zwischen der Spezifitit des Trypsins und der 
des Papains und dem EinfluB der spezifischen Aktivatoren auf 
diese sich erkennen lassen, sind in der nachstehenden Tab. 3 
in qualitativer Form veranschaulicht. 


Tabelle 8, 
Spezifitit von Trypsin und Papain. 
(Angaben bedeuten: — = keine nachweisbare, + = positive, 


++ = verstirkte Hydrolyse.) 




















| Substrat 
Enzym 

Gelatine Pepton Dipeptid 
TETMED 66 Oe ee | - f- pe 
Trypsin + Enterokinase . + ade abe ft 
Papain + Blausiiure. . . ++ + 4 
FO 8 tke es + _ its 











Die Tabelle erweist die Berechtigung der Gegeniiberstellung 
von Papain mit Trypsin—Enterokinase einerseits und von 
Papain—Blausiure mit Trypsin anderseits; vielleicht wird die 
nihere Untersuchung der Spezifitat, insbesondere die Erkennt- 
nis der spezifischen Reaktionswege in einfachen Fallen, noch 
deutlichere Beziehungen zwischen den 4 Enzymen ergeben. — 

Die ausgepragte Spezifitat der Enzyme aus den 4 Gruppen 
der Proteasen fihrt zu Riickschliissen auf konstitutionelle 
Unterschiede ihrer spezifischen Substrate. Die strukturelle 
Erforschung der Proteine, die durch die synthetischen Arbeiten 
Emil Fischers, wenigstens fiir ihre niederen Abbauprodukte, 
so gliicklich eingeleitet worden ist, wird andere, wieder de- 
struktive Wege einschlagen miissen, um die strukturellen Be- 
ziehungen ihrer héheren Bausteine aufzukliren, Wege, zu 
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denen die fein auswihlenden Methoden des enzymatischen Ab- 
baus hinzuleiten berufen sind. 

Die Hinweise, die sich aus den iiber die spezifische Hin- 
stellung der untersuchten Enzyme vorliegenden Beobachtungen 
auf strukturelle Besonderheiten ihrer Substrate zu ergeben 
scheinen, bilden nur einen vorliufigen Rahmen, er wird mit 
der Priifung einer gréBeren Anzahl bekannter Substrate zu 
erweitern und vor allem durch die Untersuchung der spezi- 
fischen Reaktionsprodukte zu vertiefen sein. Die Natur der 
fir den Angriff der Enzyme aus den drei letzten Gruppen 
von Proteasen spezifischen Strukturen ist noch nicht erkennbar; 
aber die Erfahrungen, die iiber die auswihlende Wirkung 
dieser Enzyme vorliegen und die durch eigene Beobachtungen 
erginzt werden, fiihren zu dem Schlusse, da8 sie sowohl unter 
sich als von dem in den bisher von uns gepriiften einfachen 
Peptiden vorliegenden Typus verschieden sein werden. 

Die Hydrolyse der héher molekularen Proteine ist zufolge 
den Angaben der Literatur") durch keine der aus nur 2 Kom- 
ponenten bestehenden miglichen Kombinationen von Pepsin, 
Trypsin und Erepsin vollstindig; und in den einfachsten 
Fallen, fir den Abbau der Protamine, erweist sich nur das 
Pepsin als entbehrlich.?) Die Folgerung verschiedener Angriffs- 
punkte und verschiedener Reaktionswege, die die Literatur’) 
erhebt, ist mit der Feststellung zu erginzen, daB fiir eine 
gegenseitige Vertretbarkeit der 4 HEnzymtypen — Pepsin, 
Trypsin—Enterokinase, Trypsin, Erepsin — bis heute keine 
Anhaltspunkte vorliegen und daB daher ihr Angriff auf 
spezifische Strukturen zu beziehen sein wird, 

Die Ergebnisse unserer Untersuchungen iiber die Wirkungs- 
weise der verschiedenen Proteasen zwingen zu einer strenger 


1) Vgl. E. Fischer u, E. Abderhalden, Diese Zs. Bd. 39, 8. 81; 
Bd. 40, S. 215 (1903); V. Henriques u. J. K. Gjaldbaek, Ebenda 
Bd. 75, S. 868 (1911). 

*) M. Takemura, Diese Zs. Bd. 63, §. 201 (1909); F. Rogozinski, 
Ebenda Bd. 79, S. 398 (1912). 

8) Siehe dazu V. Henriques u. J. K. Gjaldbaek, a. a. 0.; 
ferner C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre — 5. Aufl. 
Leipzig 1925, 2. Bd., 8. 889. 

















is 








214 Ernst Waldschmidt-Leitz und Anna Harteneck, 


chemischen Auffassung der Proteinstruktur. Nicht 
nur, daB die Wirkung des enzymatisch einheitlichen Trypsins, 
die in den Ausfiihrungen von C. Oppenheimer’) als rein 
desaggregierende behandelt wird, durch den Zuwachs freier 
Carboxylgruppen, der sehr bedeutend ist, gemessen werden 
kann, und da8 man, wie aus unseren Versuchen hervorgeht, 
dabei die Abspaltung einer sehr betrachtlichen Menge freier 
Aminosaiuren beobachtet; es wird aus einer demnichst zu ver- 
éffentlichenden Untersuchung des einen von uns mit E.Simons 
zu ersehen sein, daB auch die Wirkung des Pepsins, dem noch 
ausgesprochener depolymerisierende Funktionen zugesprochen 
werden’), in betraichtlichem AusmaBe in der Freilegung von 
Carboxyl- und Aminogruppen besteht. 

Es ist noch nicht untersucht, ob die Bildung freier Amino- 
siuren durch Trypsin aufgrund ihrer Absprengung aus langeren 
Peptidketten oder aber aus einem anderen strukturellen Zu- 
sammenhange erfolgt, und es soll in der Fortsetzung dieser 
Arbeit mit dem Versuche begonnen werden, die Grenzen 
zwischen den spezifischen Wirkungen von Trypsin und von 
Erepsin deutlicher zu definieren; dabei wird es sich ent- 
scheiden, ob die Angreifbarkeit durch Erepsin bei einer be- 
stimmten Linge der Peptidkette haltmacht und ob wirklich, 
wie man angenommen hat, die Peptone der Pepsineinwirkung, 
die durch Erepsin nicht zerlegbar sind, aus einem Gemisch 
von Polypeptiden bestehen. Es ist zu erwarten, daB die frak- 
tionierte enzymatische Hydrolyse einfacher Proteine z. B. durch 
das einheitliche Trypsin oder Erepsin zu definierteren und 
gleichartigeren Reaktionsprodukten fihren wird, als sie bisher 
erhalten wurden; sie soll die Aufgabe vorbereiten, Kinblick in 
die feinere strukturelle Anordnung der Proteinbausteine zu 
gewinnen. 

Versuche. 


1. Zur Trennung von Trypsin und Erepsin. 


Die glatte Durchfihrung der Trennung der beiden pan- 
kreatischen Enzyme, so wie sie in der zweiten Mitteilung dieser 





1) A. a. O., 5. 890. ) A. a. O,, 8, 811. 
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Reihe*) beschrieben wurde, ist in hohem MaBe abhingig von 
der Beschaffenheit des verwendeten Driisenmaterials und von 
der Natur der angewandten Adsorbenzien. Es ist das Trypsin, 
das in gewissen Fiillen, bei der Verarbeitung von anormaler 
oder unsorgfaltig entwisserter Driisensubstanz, eine gesteigerte 
Adsorbierbarkeit aufweist; sie ist auf die Assoziation mit Be- 
gleitstoffen zuriickzufiihren, die bei der beginnenden Autolyse 
der Driise sich bilden oder in besonderen Fallen schon in ihr 
vorhanden sind. 

Sodann hat es sich gezeigt, daB die Adsorbierbarkeit des 
tryptischen Enzyms, wie auch eine Untersuchung von R. Will- 
stitter, E. Waldschmidt-Leitz und 8S. Dufiaiturria?) 
erwiesen hat, als besonders empfindlicher Nachweis zur Unter- 
scheidung von Adsorbenzien dienen kann. Proben von Alu- 
miniumhydroxyd der Sorte C*), die nach Alter, Zusammen- 
setzung und chemischem Verhalten und nach ihren Adsorptions- 
affinitaten gegeniiber anderen Enzymen wie Invertin oder auch 
Lipase nicht unterscheidbar waren, zeigten ein quantitativ 
stark abweichendes Verhalten bei der Adsorption des Trypsins. 
Es werden also die Angaben iiber die Trennung der pankrea- 
tischen Enzyme durch Adsorption mit der Beschreibung der 
dafiir besonders tauglichen, aber noch nicht hinreichend charak- 
terisierbaren Tonerdesorten zu ergiinzen sein. 

Wir fihren nachstehend zwei charakteristische Beispiele 
fir den Einfiu8 der Begleitstoffe und des Adsorbens an; die 
Messung der Enzyme folgte den in der zweiten Mitteilung‘) 
angegebenen Verfahren. 

Versuch 1. Beispiel fiir den Einflu8 der Driisenbeschaffenheit. Je 
22,5 cem Glycerinauszug aus Pankreasdriisen von Schweinen, und zwar 
a) von normaler Beschaffenheit (Pankreasprobe XXVIII), b) stark ver- 
fettet, von besonders gemisteten Tieren (Pankreasprobe X XIX), wurden 
nach dem Verdiinnen mit dem gleichen Volumen Wasser bei py = 4,7 


4mal der Adsorption mit je 6,0 cem Tonerdesuspension C (= 62,4 mg A1,0,) 
unterworfen; die Restléisung der Adsorption enthielt dann noch a) 92, 





1) Diese Zs, Bd. 147, S. 286, und zwar S. 301 (1925). 

*) Noch unveréffentlicht. 

%) R. Willstaétter u. H. Kraut, Chem. Ber. Bd. 56, S. 1117 (1928). 
*) Diese Zs. Bd. 147, S. 286 und zwar S. 291 (1925). 
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b) 7, und die aus dem Adsorbate mit verdiinntem Ammoniak bereitete 
Elution a) 4 und b) 20°/, vom Trypsin der Ausgangslésung, wihrend 
ihr Erepsingehalt in beiden Fallen ein normaler war. 

Versuch 2. Beispiel fiir den EinfluB des Adsorptionsmittels, Die 
Adsorption von 80 ccm Glycerinextrakt aus normalem Driisenmaterial 
(Pankreasprobe XXX) fiihrte man, wie oben beschrieben, aus, a) mit 
insgesamt 82ccem der in Versuch 1 verwandten Tonerdesuspension C 
(= 832,8 mg Al,O,), b) mit ebensoviel Adsorbens der gleichen Sorte, 
aber von anderer Darstellung. Die aus dem Adsorbate gewonnene 
Elution wurde sodann a) noch 1 mal, b) noch 2 mal der Adsorption mit 
je 20,4 mg von den Adsorbenzien, und zwar bei py = 4,7, unterworfen; 
die wiederum bereitete Elution enthielt nunmehr noch a) 0, b) 11°/, vom 
Trypsin der Ausgangslésung, aber eine einmalige Adsorption der Elution 
zu b) mit der zu a) angewandten Tonerde, und zwar mit 20,4 mg, be- 
wirkte, daB nunmehr die gesamte, noch gemessene Trypsinmenge in 
der Adsorptionsmutterlauge zuriickblieb. 


2. Spezifitat des Erepsins. 
a) Peptide. 

Die vergleichende Hydrolyse verschiedener Dipeptide 
durch Pankreaserepsin ist schon in der zweiten Mitteilung 
belegt worden +), aber sie war noch nicht mit dem proteolytisch 
einheitlichen Enzym ausgefiihrt. Unsere Versuchsergebnisse 
mit diesem verzeichnen wir in der nachstehenden Tabelle 4; 


man verwandte zu den Proben je 0,001 Mol. des Peptids (aber 
fir Glycyl-tyrosin 0,00047 Mol.) und 0,00037 P. Er.-E., deren 


Tabelle 4. 


Peptidhydrolyse durch Pankreaserepsin. 
(Angaben bedeuten eem 0,2 n-KOH.) 














Nr. Angew. Peptid Gemess. Spaltung 
1 Alanyl-glycin . . 2,28 

2 ~Glycyl-tyrosin . . 0,39 

8 Glycyl-glycin . . 0,15 

4 Glycyl-alanin . . 0,45 

5 Leucyl-glycin . . 1,07 

6 Leucyl-alanin . . 0,12 











7 <* O., und zwar S. 308 (1925). - 
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Einwirkung bei p,, = 7,8 (eingestellt durch 2,00 com n-Ammoniak- 
Ammonchloridpuffer von p,, = 7,8 (bei 30°) + 0,35 ccm n-NH,) 
und 30° nach 2 Stunden gemessen wurde. 

Die beobachteten Hydrolysen liegen in allen Fallen, auch 
bei den schwerer spaltbaren Substraten, auBerhalb der Fehler- 
grenzen der Bestimmung. Der prinzipielle Unterschied, den 
der Vergleich der angefihrten Ergebnisse mit den Angaben 
von E. Fischer und E. Abderhalden?) ergibt, ist nicht mit 
der Annahme verschiedener Enzymmengen in beiden Fallen 
zu erkliren; die Spaltbarkeit der einzelnen Peptide, wie 
Tabelle 4 sie veranschaulicht, steht in keiner einfachen Be- 
ziehung zu der von Fischer und Abderhalden mitgeteilten, 
qualitativ verstandenen Hinteilung, nach welcher die beiden 
ersten, in der Tabelle angefiihrten Substrate zu den hydro- 
lysierbaren, die vier letzten dagegen zu den nicht hydrolysier- 
baren gerechnet wurden. Offenbar war das von diesen Forschern 
verwendete Knzymmaterial, das von St. Petersburg bezogen 
war, ereptisch nur noch wenig wirksam und biBte dann im 
Verlaufe der Versuche seine Aktivitat noch weiter ein; diese 
Annahme mag neben der noch unvollkommen entwickelten 
und ungleichmaBigen enzymatischen Methodik die bestehenden 
Abweichungen erkliren. 


b) Pepton, Proteine. 

Die Priifung der Spaltbarkeit von Pepton und einer Reihe 
von Proteinen nahm man in derselben Weise vor, wie es fir 
die Hydrolyse der Peptide im vorhergehenden Abschnitt be- 
schrieben wurde. Als Substrat dienten je 0,15 g Pepton (ex 
albumine, Merck), ferner Casein, Fibrin, Gelatine, Gliadin 
und Zein, bzw. 0,10 g Clupeinsulfat?), bzw. Histonsulfat (aus 
Thymusdriisen gewonnen), gelést in je 5,0 com Wasser; 
0,00037 P. Er.-E. (in 2,0 com) lieBen wir auf diese 2 Stunden 
bei 30° und p,, = 7,8 (eingestellt durch 2,00 ccm n-Ammoniak- 





1) Diese Zs. Bd. 46, S. 52 (1905). 

% Fiir die Uberlassung dieses Priparates sind wir Herrn 
Dr. K. Felix von der Medizinischen Klinik hierwelbst zu Dank ver- 
pflichtet. 
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Ammonchloridpuffer von p, = 7,8 (bei 30°) mit je nach dem 
Substrate wechselnden Mengen n-NH,) einwirken; in keinem 
der angefiihrten Versuche war eine nachweisbare Aciditits- 
zunahme eingetreten. 


3. Spezifitat des Trypsins. 
a) Peptide, 

Die Hydrolyse einfacher Peptide durch das enzymatisch 
einheitliche Trypsin bestimmten wir mit und ohne die vor- 
herige Aktivierung des Enzyms durch Enterokinase; auch die 
Gegenwart des Aktivators bewirkte in keinem der untersuchten 
Falle eine nachweisbare Spaltung. 

Auf 0,001 Mol. a) Alanyl-glycin, b) Glycyl-glycin; ¢) Glycyl-alanin, 
d) Leueyl-glycin, e) Leucyl-alanin, bzw. f) 0,00047 Mol. Glycyl-tyrosin, 
bzw. g) 0,00082 Mol. Leucyl-glycyl-glycin lieB man a) bis e) 6,0, f) 17,4 
und g) 4,0 T.-(e.), und zwar mit und ohne ’/, stiindige Aktivierung durch 
0,30 cem Enterokinaselésung, wihrend 2 Stunden bei 30° und py, = 8,9 
(eingestellt durch 2,00 com n-Ammoniak-Ammonchloridpuffer von py = 8,9 
[bei 30°] + a) bis f) 3,00, g) 0,58 cem n-NH,) einwirken; ein Aciditits- 
zuwachs war in keinem Falle nachzuweisen. 


b) Pepton, Proteine. 


Die Ergebnisse der Versuche tiber die Spaltung von Pepton 
und von einfachen und héher molekularen Proteinen durch 
Trypsin und ihre Abhingigkeit von der Gegenwart der Entero- 
kinase sind in der folgenden Tabelle 5 zusammengestellt. Die 
Priifung von Substraten aus den nicht vertretenen Gruppen 
der Albumine und Globuline unterblieb, da ihre tryptische 
Hydrolyse nur sehr langsam erfolgt; Zusatz geringer Mengen 
von Albumin zu tryptischen Verdauungsgemischen bewirkt, wie 
ja bekannt ist und wie wir in der zweiten Mitteilung gleich- 
falls belegen konnten'), eine bedeutende Herabsetzung der 
Enzymwirkung zufolge der Beschlagnahme des Enzyms; fir 
die Priifung eines Globulins anderseits, fiir dessen Lésung es 
hdherer Salzkonzentration bedarf, erwies sich diese als stérend, 
da sie eine starke Hemmung der Enzymwirkung zur Folge 





1) Diese Zs. Bd. 147, S. 286 und swar S. 800 (1925). 
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hatte. Ks ist indessen nicht daran zu zweifeln, daB die Ver- 
treter dieser beiden Gruppen von Proteinen, die nach den 
Erfahrungen der Literatur und nach eigenen nur langsam von 
aktiviertem Trypsin, und nur von diesem, angespalten werden, 
in diesem Sinne qualitativ den itibrigen in der Tabelle an- 
gefiihrten héher molekularen Proteinen zuzuordnen sind. 


Tabelle 5. 


Tryptische Hydrolyse von Pepton und Proteinen. 
(30°; py = 8,9 [eingest. d. n-Ammoniak-Ammonchloridpuffer]; 4/, stiindige 
Aktivierung mit 0,30 cem Kinaselésung; Substrate in 5,0 cem H,0O, bei 
Nr. 13 und 14 10°/, Alkohol enthaltend.) 



































Acid.-Zuw. 
acs Angew. T.-e.) Dauer| (om 92 n-KOH) 
Nr. Substrat 8 ne as 
nic 2 nic i 
g sliie. aktiv. Std. | aktiv. aktiv. 
1 | Pepton (ex. alb.) | 0,15 1,84 — 3 0,49 _ 
2 2 i as 0,15 — | O98 4 — | 0,58 
8 | Clupeinsulfat. . | 0,10 1,84 — 3 0,58 _ 
4 aR st O30 1 — | Oe 4 — | 0,56 
5 | Histonsulfat .. . | 0,10 | 1,84 | — | 1 0,20 | — 
é a . « | O30 Tt ttt 8 OAT | — 
1 B . « 080-2 — | Ose ey ome | O04 
8 | Casein. . . . | 0,15 | 1,84 | 0,92 | 1 0,01 | 0,72 
ot Filtin . 2. . « FOS 1,84 _ 8 0,00 _ 
10 wis ee of OR Lim 1 oe — | 0,85 
11 | Gelatine . . . | 0,40 1,84 -— 3 0,02 _ 
12 = ww POO T — | ose 1 eee — FT Cm 
18 | Glisdin. . . . | O78 | 164 | O88 | 1 0,00 | 0,29 
14} Zin. . c . 1 O86 FO Oe sk 0,00 | 0,25 








Die spezielle Wirkungsweise des Trypsins, und zwar auf 
Casein, veranschaulicht Versuch 3; man bestimmte die Menge 
der bei der Hydrolyse freigelegten, auf Peptide und auf freie 
Aminosauren entfallenden Carboxyle nach dem Verfahren von 
R. Willstatter und E. Waldschmidt-Leitz}), nimlich durch 
Ermittlung des Aciditaitszuwachses in 50- und in 90°/, igem 
Alkohol. Der Versuch erweist, daB die Mehrzahl der ge- 





1) Chem. Ber. Bd. 54, S. 2988 und zwar S. 2991 (1921). 
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bildeten sauren Gruppen auf abgespaltene Aminosduren ent- 
fiel; auch beobachteten wir bei der Hydrolyse des Caseins 
eine deutliche Abscheidung von Tyrosin, das als solches identi- 
fiziert wurde und dessen Menge in einem Vergleichsversuche 
von langerer Dauer noch zunahm. Die theoretischen Folge- 
rungen, die aus diesen Befunden fiir den Mechanismus der 
Trypsinwirkung abzuleiten sind, sind bereits naher erédrtert 
worden. 


Versuch 8. Hydrolyse von Casein. 5,0 cem einer enzymatisch 
einheitlichen Trypsinlésung (enth. 4,2 T.-(e.)), 1/, Stunde mit 0,80 ccm 
Enterokinase bei 30° aktiviert, wirkten auf 5,0 ccm 12°/,ige Casein- 
lésung 20 Stunden bei 80° und p, = 8,9 ein. Der gemessene Aciditits- 
zuwachs entsprach dann 4,55 cem 0,2n-KOH in 50°, iger alkoholischer 
Lésung und weiteren 2,80 cem der Lauge nach dem Zusatz von Alkohol 
bis zu einem Gehalte von 90°/,; von der gesamten Acidititszunahme 
von 7,45 cem berechnet sich danach der auf freie Aminosiuren ent- 
fallende Anteil zu 4,00 ccm, d. i. 54°/,, wiihrend die restlichen 3,45 cem 
auf die Bildung von Peptidcarboxylen zuriickzufiihren sind. 

Bei der Hydrolyse der doppelten Menge Casein unter den nim- 
lichen Versuchsbedingungen konnten wir nach Verlauf von 2'/, Tagen 
eine krystallinische Abscheidung feststellen, die sich durch die mikro- 
skopische Untersuchung und den positiven Ausfall der Millonschen 
Reaktion als Tyrosin identifizieren lieB; ihre Menge erfuhr nach einem 
weiteren Tage noch eine deutliche Zunahme. 


Dem Japanausschu8 der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft sind wir fiir die zur Verfiigung gestellten Mittel 
zu Dank verpflichtet. 

















Zur Kenntnis der spontanen Aktivierung des Trypsins. 


Vierte Mitteilung?) zur Spezifitat tierischer Proteasen. 


Von 


Ernst Waldschmidt-Leitz und Anna Harteneck. 





(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften in 
Minchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6. September 1925.) 








Uber eine spontane Aktivierung des Trypsins in der 
Pankreasdriise und in ihren Ausziigen ist zuerst im Jahre 1875 
von R, Heidenhain®) berichtet worden; man hat diese Er- 
scheinung, die man auch bei der Aufbewahrung pankreatischer 
Sekrete beobachtete und die man von der Wirkung der Entero- 
kinase unterschied, zumeist mit der Kinwirkung von Bakterien 
oder von in der Driise vorhandenen Kalksalzen und auch mit 
der Annahme einer enzymatischen Umwandlung des Trypsins 
aus einer Zymogenform zu erkliren versucht. In einer Unter- 
suchung des einen von uns ,,Uber Enterokinase und die tryptische 
Wirkung der Pankreasdriise“ *) lieB sich indessen. der Nach- 
weis fiihren, ,,daB es sich hierbei um die Bildung eines Akti- 
vators aus der Driisensubstanz handelt, der in seinem Ver- 
halten“, z. B. in seinem Adsorptionsverhalten, ,mit der Entero- 
kinase weitgehend tibereinstimmt“. Es war namlich gelungen, 
spontan aktiviertem Trypsin auf dieselbe Weise, wie es bei 
der Verbindung von Trypsin und Enterokinase durchgefihrt 
war, durch Adsorption mittels Tonerde, einen Teil des Akti- 





1) Friihere Mitteilungen: Chem. Ber. Bd. 58, S. 1356 (1925); Diese 
Zs. Bd. 147, S. 286 (1925), sowie die vorausgehende Abhandlung. 

*) Pfliigers Arch. Bd, 10, 8. 557 und zwar S. 587 (1875). 

*) E. Waldschmidt-Leitz, Diese Zs. Bd. 132, S. 181 und zwar 
S. 191 (1928/24). 





abil ny SiMe 


Sag eee eR aly ads “gin lls Tay aise tear spy ahcintee yb pl asa 
ie bate ee ak ud aalle abe. deaaete by an oy 





i 





222 Ernst Waldschmidt-Leitz und Anna Harteneck, 


vators zu entziehen und es wiederum in inaktiver Form zu 
erhalten, wahrend der Aktivator in der Elution der Tonerde- 
adsorbate nachweisbar war. 

Die Annahme, ,,dab dieser bei Zersetzungsvorgingen aus 
der Driise entstehende Aktivator identisch ist mit der Entero- 
kinase“ 1), war mit der Erkenntnis iibereinstimmender Adsorp- 
tionsaffinititen und mit der qualitativen Beschreibung seiner 
Kignung als Aktivator des Trypsins noch nicht als bewiesen 
zu betrachten. Obgleich es sich in einer spiteren Unter- 
suchung ergeben hatte*), daB die Bildung eines Trypsinakti- 
vators als spezifisch fiir die Pankreasdriise zu gelten hat und 
daB sie bei der Autolyse anderer Organe nicht beobachtet 
wird, war die angenommene Identitét der beiden Aktivatoren 
mit dem quantitativen Vergleich ihrer Aktivierungsleistung zu 
belegen, die bis heute das einzige bekannte, charakteristische 
Merkmal der Enterokinase geblieben ist. 7 

Die exakte Bestimmung der Aktivierungsleistung wird fiir 
den aus der Driise gebildeten Stoff durch den Umstand er- 
schwert, daB sich sein Verhdltnis zu dem tryptischen Enzym 
ohne eine quantitative Trennung nicht beliebig wahlen und 
verindern laBt und daB zugleich mit seiner Freilegung aus 
der Driisensubstanz, wie in der angeftihrten Untersuchung be- 
legt wurde’), die Bildung von Hemmungsstoffen einhergeht, 
,die, etwa durch Addition an die Kinase ahnlich dem Glycerin 
oder dem Glykol, deren Wirkung zu beeintrichtigen vermégen“. 
Fir die priparative Aufgabe, eine Abtrennung dieser Hemmungs- 
kérper, deren Bildung auf die Wirkung des aktivierten Trypsins 
selbst zuriickzufiihren sein wird, sowohl vom Enzym wie yon 
dem Aktivator zu erreichen, bieten sich in ihrer analytischen 
Bestimmbarkeit keine ausreichenden Stiitzpunkte. Die Még- 
lichkeit einer quantitativen Kennzeichnung des Aktivators und 
seines Vergleichs mit der Enterokinase war nur gegeben, wenn 
es gelang, ihn vor beginnender Freilegung, also in Form seiner 





1) A. a. O. 

2) E. Waldschmidt-Leitz, Diese Zs. Bd. 142, 8.217 und zwar 
S. 222 (1924/25). 

*) Diese Zs. Bd. 132, S. 181 und zwar 8. 223 (1923/24). 
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- Vorstufe, der ,,Prokinase“, von dem tryptischen Enzym zu 
trennen. 

Eine solche Handhabe bot sich in der Anwendung des 
Verfahrens der fraktionierten Adsorption mittels Tonerde, und 
zwar bei saurer Reaktion, mittels dessen die Zerlegung des 
Trypsin—Kinasekomplexes gelungen war!) und das, unter ahn- 
lichen Versuchsbedingungen, auch zu einer Trennung des 
Trypsins von dem ereptischen Driisenenzym gefihrt hat?); die 
wenig ausgepragten Adsorptionsaffinitaten des Trypsins zu dem 
verwendeten Adsorbens hatten bewirkt, daB das Enzym in 
beiden Filien zum gréBten Teil in den Mutterlaugen der Ad- 
sorption verblieben war. Bei der Anwendung dieses Verfahrens 
fir die Zwecke der Trennung von Trypsin und ,,Prokinase“ 
hat es sich ergeben, da8 in der trypsinhaltigen Adsorptions- 
mutterlauge, zum Beispiel wenn sie vom Erepsin befreit ist, 
die Erscheinung der spontanen Aktivierung, welche vor der 
Adsorption beobachtet wird, nun nicht mehr eintritt; sie kehrt 
indessen wieder, wenn man die aus dem Adsorbate bereitete, 
erepsinhaltige Elution mit dem Trypsin der Restlésung ver- 
eint aufbewahrt. Und weiter hat sich der Nachweis fihren 
lassen, daB die Bildung des Aktivators in den beschriebenen 
Elutionen unabhingig von der Gegenwart des Trypsins sich 
volizieht, sie enthalten nach einer gewissen Dauer der Auf- 
bewahrung den fertigen Aktivator. 

Die Bestimmung des Leistungsvermégens an der so er- 
haltenen trypsinfreien Lésung des Aktivators hat zu dem Er- 
gebnis gefiihrt, daB seine Leistung mit der der Enterokinase 
aus Darmschleimhaut, und zwar unter den fir diese optimalen 
Bedingungen, hinsichtlich der erreichbaren Héchstaktivierung 
iibereinstimmt; er ist also identisch mit Knterokinase. 
Es ist noch nicht untersucht, ob die Bildung der Enterokinase 
aus ihrer Vorstufe, die allmahlich erfolgt und die man als 
einen enzymatischen Vorgang anzusehen hat, wie es wahr- 
scheinlich ist, auf die Einwirkung des Erepsins, mit dem ja 





1) A.a. O. und zwar S. 235 (1923/24). 
2) E. Waldschmidt-Leitz u. A. Harteneck, Diese Zs. Bd. 147, 
S. 286 und zwar §. 301 (1925). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CIL. 15 
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die ,,Prokinase“ vergesellschaftet bleibt, oder aber auf die eines 
anderen Drisenenzyms zuriickzufiihren ist; aber es ist zu 
erwarten, daB die nahere Untersuchung der Kinasebildung 
wichtige Riickschliisse erlauben wird auf die Natur des Akti- 
vators selbst. 

Der erbrachte Nachweis der Bildung von Enterokinase 
aus der Pankreasdriise selbst fihrt zusammen mit der in der 
vorausgehenden Abhandlung angefiihrten Identifizierung des 
pankreatischen mit dem Darmerepsin zu bemerkenswerten 
physiologischen SchluBfolgerungen. Die Tatsache scheint 
schwer verstandlich, daB der tierische Organismus in den Darm 
mittels zweier, gesondert ausgebildeter Sekrete zugleich, durch 
das pankreatische und durch das intestinale, jeweils die nim- 
lichen Bestandteile, Erepsin und Enterokinase, entsenden sollte, 
aber den Aktivator im einen Falle nur in unfertiger Form. Sie 
gewinnt an Anschaulichkeit, wenn man beriicksichtigt, daB die 
Pankreasdriise entwicklungsgeschichtlich aus der Darmschleim- 
haut hervorgegangen ist. Man hat einmal mit der Méglich- 
keit zu rechnen, daB die Sekretion von Erepsin wie von Entero- 
kinase bzw. einer Vorstufe derselben durch das Pankreas als 
eine atavistische Erscheinung aufzufassen ist, wenn man nim- 
lich eine Teilung der enzymbildenden Funktionen nach er- 
folgter Abtrennung der pankreatischen Driisenzellen zwischen 
diesen und den Zellen der Darmschleimhaut voraussetzt; mit 
dieser Vorstellung ist indessen die Gegenwart einer Vorstufe 
des Aktivators in der Pankreasdriise und deren Sekretion nicht 
zwanglos vereinbar. 

Es ist jedoch viel wahrscheinlicher, daB mit der Absonderung 
des pankreatischen Gewebes von der Darmschleimhaut das 
erstere die gesamte Bildung enzymatischer Stoffe und ihre 
Sekretion iibernommen hat und daB der Befund von Erepsin 
wie von Enterokinase in dem Sekrete der Schleimhaut auf 
einer sekundiren Anhiufung dieser Stoffe in ihren Driisen- 
zellen beruht. Man gewinnt eine Vorstellung von dem Vor- 
gang der Trypsinaktivierung im tierischen Organismus und 
eine Erklirung fiir die Anwesenheit der Enterokinase und des 
Erepsins in dem Darmsekrete, wenn man annimmt, dab die 
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Pankreasdriise, die ja das Trypsin zum Schutze gegen die 
Selbstauflésung in nicht aktivierter Form ausbildet, mit diesem 
zugleich die gesamte, zu seiner Aktivierung nétige Menge der 
Enterokinase in unfertigem Zustand an das Sekret abgibt. Die 
Umwandlung der Aktivatorvorstufe in das fertige Produkt 
wiirde sich dann unter Mitwirkung des ereptischen Enzyms 
nach adsorptiver Aufnahme beider in den Zellen der Darm- 
schleimhaut vollzichen und die beiden Stoffe, Erepsin und 
Enterokinase, die sich in der Schleimhaut angehiuft finden, 
kénnten sie wiederum als Sekretionsprodukt verlassen, wenn- 
gleich sie ihre eigentliche Entstehung der Pankreasdriise ver- 
dankten. 

Es lassen sich der physiologischen Literatur manche An- 
haltspunkte fiir diese Vorstellung entnehmen. So ist W. Sa- 
witsch') auf Grund einer eingehenden Untersuchung zu der 
Feststellung gelangt, daB die Sekretion der Enterokinase durch 
die Darmschleimhaut von der Zufuhr pankreatischen Sekretes, 
und zwar des frischen, nicht des gekochten, zum Darm sich 
als abhangig erweist; bleibt diese aus, so findet man nach 
einiger Zeit im Darmsekrete keine Kinase mehr. Auch F'04?) 
berichtet iiber das Fehlen von Kinase im Sekrete isolierter 
Darmabschnitte; und die Untersuchungen von K. Glaessner 
und A. Stauber’) haben fir das Erepsin die Folgerung er- 
hoben, daB nach der Absperrung des pankreatischen Sekretes 
und nach Paraffininjektion in den Ausfihrungsgang der Driise 
die Absonderung von Erepsin durch die Darmschleimhaut zum 
Stillstand komme, wenn auch ihre Messungen fiir dieses Enzym 
nicht mehr als einwandfrei gelten kénnen. 

Die Frage, ,ob die Enterokinase bzw. ihr Stammkérper 
nur im Pankreas oder aber auch in den Driisen der Darm- 
schleimhaut gebildet werden kann“ *) — und die gleiche Frage 
gilt fiir das ereptische Enzym —, la8t sich noch nicht mit 





1) Soc. des Med. russes St. Petersbourg 1900/01. 
*) Arch. di Fis. Bd. 5, S. 1 (1908); Biochem. Zbl. Bd. 7, S. 2332 
(1908). 
3) Biochem. Zs. Bd. 25, S. 204 und zwar S. 213 (1910). 
4) Diese Zs. Bd. 182, 8. 181 und zwar 8. 192 (1923/24). 
15* 
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Sicherheit beantworten; aber die entwickelten Vorstellungen, 
die den neuen Erkenntnissen tiber die Identitit des Erepsins 
und tiber die Bildungsweise des Aktivators entspringen, mégen 
als Arbeitshypothesen fir kiinftige Untersuchungen Geltung 
besitzen. 

Versuche. 


1, Trennung von Trypsin und ,,Prokinase“. 


Die spontane Aktivierung des Trypsins, die man beispiels- 
weise in den waBrigen oder den Glycerinausziigen der kinase- 
freien, frisch getrockneten Pankreasdriisen beobachtet, ist ge- 
kennzeichnet durch einen allmahlichen Verlauf; sie wird in 
den mit Wasser verdiinnten Glycerinlésungen erst nach etwa 
2—3 Tagen deutlich, wihrend rein wiaBrige Driisenextrakte, 
wie eine friihere Mitteilung belegt hat*), schon nach wenigen 
Stunden Aktivitit erlangen; die Bildung der Kinase wird nim- 
lich durch Glycerin gehemmt. Man verfolgt sie zweckmafig 
an einem Substrate, das, wie z. B. Gelatine oder auch Casein, 
von dem nicht aktivierten Enzym nicht gespalten wird; so 
fiihren wir im nachstehenden Versuch 1 ein charakteristisches 
Beispiel fiir die spontane Aktivierung von Glycerinauszug an, 
dessen analytische Belege nach der in der zweiten Mitteilung ”) 
dieser Reihe fiir die Bestimmung der tryptischen Wirkung 
angegebenen Methode erhalten wurden. 


Versuch 1. 20 cem Glycerinauszug (aus Pankreasprobe XXVIII) 
(0,35 ccm : 0,65 cem 0,2 n-KOH: 0,74 T.-(e.)) wurden mit 50 ccm Wasser 
verdiinnt und unter Toluol bei Zimmertemperatur sich selbst itiberlassen. 
2,20 cem der Lisung priifte man auf ihren Aktivierungsgrad a) sofort, 
b) nach 8, c) nach 4 Tagen; er entsprach einer Acidititszunahme von 
a) 0,00, b) 0,18, ¢) 0,27 cem 0,2 n-KOH. : 

Die Trennung des Trypsins von der in dem Driisenmaterial 
und in seinen Ausziigen mit ihm vergesellschafteten Vorstufe 
des Aktivators erreichen wir durch mehrmalige Adsorption 
der verdiinnten Extrakte bei saurer Reaktion, z. B. p, = 4,7, 
mittels Tonerde (Sorte C 4), und zwar nach dem in der zweiten 





1) A. a. O. und zwar S. 218 (1923/24). 
*) Diese Zs. Bd. 147, S. 286 und zwar S. 291 (1925). 
%) R. Willstatter u. H. Kraut, Chem. Ber. Bd. 56, S. 1117 (1923). 
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Mitteilung fir die ,,Trennung von Trypsin und Erepsin“ an- 
gefiihrten Verfahren'); man adsorbierte bis zur vollstaindigen 
Abtrennung des Erepsins, wie dort beschrieben, und eluierte 
die Adsorbate mit 0,04n-Ammoniak. Es erweist sich also, 
da8 die Vorstufe des Aktivators, die ,,Prokinase“, durch das 
namliche Adsorptionsverhalten gegeniiber der Tonerde gekenn- 
zeichnet ist wie der fertige Aktivator. Die Selbstaktivierung, 
die in der Ausgangslésung beobachtet wird, bleibt, wie aus 
Tab. 1 ersichtlich, in der vom Erepsin befreiten Adsorptions- 
mutterlauge aus, wihrend die Mischung aliquoter Teile dieser 
Enzymlésung und der aus dem Adsorbate gewonnenen Elution 
wiederum die urspriingliche Erscheinung spontaner Aktivierung 
ergibt. Die in der Tabelle verglichenen Lésungen entstammen 
zwei Versuchen: Nr. 1 und 2 enthielten in der Analysenprobe 
1,32 bzw. 0,81, Nr.3 (vom 2. Versuch) 1,56 T.-(e.). Der Glycerin- 
gehalt der Lésungen war vergleichbar, er betrug 10°/,; auch 
brachte man die bei Zimmertemperatur und unter Toluol auf- 
bewahrten Liésungen auf den gleichen Salzgehalt, sie ent- 
sprachen namlich 0,01 n-Ammonacetat. 


Tabelle 1. 


Spontane Aktivierung und Tonerdeadsorption. 
(Angaben bedeuten die Wirkung aliquoter Teile in cem 0,2 n-KOH). 


























Beobachtete Wirkung nach 
Nr, Enzymlésung 
0 2 3 Tagen 
1 Glycerinauszug, verdiinnt . 0,03 0,19 0,27 
2 Adsorptionsrestlésung .. . 0,00 0,02 0,01 
3 Adsorpt.-restl. + Elution 0,02 — 0,41 








Mit dieser Erscheinung, daB das Trypsin in den Mutter- 
laugen der Tonerdeadsorption keine Selbstaktivierung mehr 
erleidet, hingt zusammen, daB man in ihnen das Enzym viel 
bestandiger findet als in den urspriinglichen Extrakten, ob- 
gleich es reiner ist. Die Haltbarkeit des nicht aktivierten 


Trypsins ist viel gréBer als die seiner Verbindung mit Entero- 





4) A.a.O. und zwar 8S. 301 (1925). 
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kinase. So findet man, wie aus Tab. 2 hervorgeht, den Enzym- 
gehalt der Adsorptionsrestlésungen tagelang fast unverandert, 
in manchen Fallen war sogar nach Wochen keine Aktivitits- 
abnahme nachweisbar; die urspriinglichen Ausziige dagegen, 
in denen die Aktivierung des Enzyms beginnt, weisen schon 
nach kurzem betrachtliche EnzymeinbuBen auf; in dem MaBe, 
wie die Kinasebildung sich vollzieht, setzt die Zerstérung des 
tryptischen Enzyms ein. Nr. 1 und 2 der Tabelle vergleichen 
die Bestindigkeit des Enzyms in den schon in Tab. 1 an- 
gefihrten Liésungen bei Zimmertemperatur, Nr. 8 gibt zum 
Vergleiche die Verinderung des Enzymgehaltes einer Adsorp- 
tionsmutterlauge von anderer Darstellung bei 0° und der 
héheren Glycerinkonzentration von 50°/, wieder. 


Tabelle 2. 


Bestindigkeit des Trypsins und Tonerdeadsorption. 
(Angaben beziehen sich auf aliquote Teile der Lésungen.) 
































Acid.-zuw. (ecm 0,2n- | Enzymgehalt 
: KOH) nach (T.-(e.)) nach 
Nr. Enzymlésung . : . | ois | : | i . 
Tagen. Tagen 
1 | Glycerin-extr., verd. 0,53; — | 0,27/0,11]0,44| — | 0,18 | 0,07 
Adsorpt.-restl., daraus |0,39| — | 0,37) 0,841}0,26| — | 0,24 / 0,22 
3 » and. Darst. | 0,44/ 0,48 | 0,44} — |0,80/0,29/ 0,30) — 











2. Nachweis der Enterokinase. 


Die Untersuchung der im vorhergehenden Abschnitt be- 
schriebenen, vom Trypsin getrennten Lésung der ,,Prokinase“, die 
in der Elution aus den Tonerdeadsorbaten anfallt, hat ergeben, 
daB die Bildung des fir die spontane Aktivierung verantwort- 
lichen Aktivators schon bei der Aufbewahrung dieser Lisung 
selbst, mithin unabhingig von der Anwesenheit des Trypsins 
vor sich geht. Man findet den Vorgang der Aktivatorbildung 
von Ahnlicher Geschwindigkeit wie den der spontanen Akti- 
vierung selbst, er wird nimlich, z. B. bei neutraler Reaktion, 
nach Verlauf von etwa 2 Tagen erkennbar und die Menge des 
Aktivators nimmt dann allmihlich zu. Die Freilegung des 
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Aktivators ist als enzymatischer ProzeB anzusehen, dessen 
optimale Bedingungen und dessen Reaktionsverlauf noch nicht 
untersucht sind; auch ist noch nicht erkannt, ob dem Erepsin 
oder aber einem anderen, in den Tonerdeelutionen enthaltenen 
Enzym eine wesentliche Beteiligung an der Bildung des Akti- 
vators zukommt. 

Wir belegen den Nachweis des Aktivators in den ge- 
priiften Lésungen, deren Trypsinfreiheit sichergestellt war, 
nachstehend durch zwei Beispiele; ein dritter Versuch ver- 
gleicht die Geschwindigkeit der Aktivatorbildung in den Ton- 
erdeelutionen bei neutraler und bei saurer Reaktion. Der 
Befund, da8 im Gegensatz zu.den fiir die Geschwindigkeit der 
spontanen Aktivierung geltenden Erfahrungen?) die Freilegung 
des Aktivators selbst in neutralem Medium viel rascher ver- 
lauft, 1a4Bt erkennen, daB die friiher beobachteten Unterschiede 
hinsichtlich der Abhangigkeit der Selbstaktivierung vom p, 
durch eine verschiedene Bestindigkeit des aktivierten Trypsins, 
die bei neutraler Reaktion viel gréBer ist, vorgetauscht waren. 
Es wird zu priifen sein, ob die nimlichen Umstinde, die auf 
die Aktivatorbildung von Einflu8 sind, sich auch gegeniiber 
anderen Wirkungen des ereptischen oder eines der iibrigen, 
in den Elutionen noch enthaltenen Enzyme geltend machen. 

Versuch 2. 20 cem einer ammoniakalischen, neutralisierten Elution 
aus Tonerdeadsorbat, welche das Erepsin, aber kein Trypsin enthielt 
(8,40 com: 0,00 cem 0,2n-KOH), verdiinnte man mit 84cem H,O zu 
einem Glyceringehalte von 4,5°/, und tiberlieB sie bei Zimmertemperatur 
und unter Toluol sich selbst. 8,40 cem der verdiinnten Elution be- 
wirkten nach 1 stiindiger Einwirkung auf 2,00 ccm der neutralisierten, 
das inaktive Trypsin enthaltenden Adsorptionsmutterlauge (2,00 cem 
a) ohne Aktivierung: 0,00 cem 0,2n-KOH, b) nach Aktivierung - mit 
0,30 cem Enterokinase: Aciditétszunahme entspr. 1,84 T.-(c.)), d.i. die 
iiquivalente Menge, nach a) 0, b) 3, c) 6 Tagen Aktivierung entsprechend 
einer Acidititszunahme von a) 0,00, b) 0,42, c) 0,47 ccm 0,2 n-KOH, 
gemessen unter den Bedingungen der ‘Srendaleeiamane, 

Versuch 3. 20ccm einer ebenso bereiteten, nentralisierten Ton- 
erdeelution brachte man durch Verdiinnen mit 80 ccm H,O auf einen 
Glyceringehalt von 4,5°/). Nach a) 0-, b) 2-, ¢) 4 tigiger Aufbewahrung 
unter Toluol bei Zimmertemperatur und 1 stiindiger Einwirkung auf 

1) E. Waldschmidt-Leitz, Diese Zs, Bd. 182, S,181 und zwar 
S. 222 (1928/24). 
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1,50 ecm trypsinhaltige Adsorptionsrestlésung (mit 1,26 T.-(e.)), welche 
nicht aktiviert waren (1,50 ccm: 0,00 eem 0,2 n-KOH), bewirkten 10,0 ecm 
der verdiinnten, trypsinfreien Elution Aktivierung entsprechend einer 
Acidititszunahme von a) 0,00, b) 0,18 und ¢) 0,80 cem 0,2 n-KOH (ge- 
messen nach 1 stiindiger Einwirkung auf Gelatine unter den iiblichen 
Bedingungen). 

Versuch 4. 10ccm einer anderen trypsinfreien Elution, mit 80 ccm 
H,O zum Glyceringehalte von 2,3°/, verdiinnt, bewahrte man a) bei 
neutraler Reaktion, b) bei py = 3,8 (eingestellt durch Zusatz von 1,00 cem 
n-Acetatpuffer) und bei Zimmertemperatur unter Toluol auf; ihre Akti- 
vierungsleistung bei 1 stindiger Einwirkung auf 2,00 ccm inaktive Ad- 
sorptionsmutterlauge (0,72 T.-(e.) enth.) entsprach nach 0 bzw. 8 bzw. 
4 Tagen einer Acidititszunahme von a) 0,00 bzw. 0,50 bzw. 0,68 und 
b) 0,00 bzw. 0,16 bzw. 0,18 cem 0,2 n-KOH (gemessen nach 1 stiindiger 
Einwirkung auf Gelatine); die Bildung des Aktivators verlief also in 
neutralem Medium viel rascher. 

Die Leistung des gebildeten Aktivators fir die Aktivierung 
des Trypsins, die man mit der der Enterokinase aus der Darm- 
schleimhaut verglich, erweist seine Identitaét mit dieser; die - 
beobachtete Héchstaktivierung des tryptischen Enzyms stimmt 
mit der durch Enterokinase erreichbaren, wie aus dem nach- 
stehenden Versuch 5 ersichtlich ist, innerhalb der Fehler- 
grenzen iiberein. Es wird fiir die Kennzeichnung der aus der 
Driise entstehenden Enterokinase und fir die nahere Unter- 
suchung ihrer Bildung von Bedeutung sein, ihre Menge und 
ihr Verhaltnis zu der Trypsinmenge in der Driise durch das 
fiir die Enterokinase aufgestellte MaB genauer zu definieren 
und ihre Konzentration in der Driise mit der in der Darm- 
schleimhaut zu vergleichen. 

Versuch 5. 0,70 ccm einer gegeniiber Gelatine inaktiven Mutter- 
lauge der Tonerdeadsorption iiberlieB man wihrend 1 Stunde bei 30° 
und bei neutraler Reaktion der Einwirkung von a) 22,0 ccm trypsin- 
freier Tonerdeelution (aus Vers. 4a), welche 4 Tage sich selbst tber- 
lassen war, b) 0,80 ccm Enterokinaselésung aus Darmschleimhaut, viel 
mehr, als zu voller Aktivierung erforderlich; die dann unter den Be- 
dingungen der Trypsinbestimmung gemessene Aktivitaét entsprach einer 
Acidititszunahme von a) 0,80, b) 0,35 cem 0,2 n-KOH, d.i. 0,20 bzw. 


0,24 T.-(e.) in der Analysenprobe, sie stimmte also aeaettiath der Fehler- 
grenzen itiberein. 


Dem Japanausschu8 der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft danken wir fiir die erwiesene Unterstiitzung. 
































Untersuchungen jiber pflanzliche Fortpflanzungszellen. 


II. Uber die chemischen Bestandteile der Sporen von 
Aspidium filix mas. ; 


Von 


Alexander Kiesel. 





(Aus dem Timiriaseff-Forschungsinstitute und dem Chemisch-Pharmazeutischen Institute 
zu Moskau.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6. September 1925.) 





Da iiber die chemischen Bestandteile pflanzlicher Fort- 
pfianzungszellen (Pollen, Sporen) bisher noch sehr wenig be- 
kannt ist und dieselben fiir die Physiologie der Entwicklungs- 
prozesse groBes Interesse bieten, stellte ich mir die Aufgabe, 
einige derartige detailliertere Untersuchungen vorzunehmen. Vor 
wehigen Jahren untersuchte ich die chemischen Bestandteile 
der Pollenkérner von Pinus silvestris*) und teile jetzt die Resul- 
tate mit, die ich bei einer gleichartigen Untersuchung von 
Farnsporen erhalten habe. 

Uber Sporenzellen sind unsere Kenntnisse noch dirftiger, 
als iiber Pollenzellen und, soweit die betreffende Literatur zu 
iibersehen ist, finden wir nur Angaben tiber einige Bestand- 
teile der Sporen des Barlaps (Lycopodiumarten), die bekannt- 
lich bei Pillenverpackungen praktische Anwendung finden und 
deshalb der Untersuchung in geniigender Menge leichter zu- 
ginglich und auch im Handel zu finden sind.?) 





1) Zs. f. physiol. Chem. Bd. 120, 8. 85 (1922). Daselbst Literatur- 
angaben. 

*) A. Langer, Arch. d. Pharm. Bd. 227, 8. 241, 289 und 625 (1889). 
Daselbst Angaben iiber altere Literatur. A. Buchowski, Diss. Warschau; 
Chem.-Ztg. 1889, Nr. 21, S. 174. 
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1,50 cem trypsinhaltige Adsorptionsrestlésung (mit 1,26 T.-(e.)), welche 
nicht aktiviert waren (1,50 cem: 0,00 ecm 0,2 n-KOH), bewirkten 10,0 eem 
der verdiinnten, trypsinfreien Elution Aktivierung entsprechend einer 
Acidititszunahme von a) 0,00, b) 0,13 und c¢) 0,30 cem 0,2n-KOH (ge- 
messen nach 1 stiindiger Einwirkung auf Gelatine unter den iiblichen 
Bedingungen). 

Versuch 4. 10ccm einer anderen trypsinfreien Elution, mit 80 ¢cem 
H,O zum Glyceringehalte von 2,3°/, verdiinnt, bewahrte man a) bei 
neutraler Reaktion, b) bei py = 3,8 (eingestellt durch Zusatz von 1,00 ccm 
n-Acetatpuffer) und bei Zimmertemperatur unter Toluol auf; ihre Akti- 
vierungsleistung bei 1 stiindiger Einwirkung auf 2,00 cem inaktive Ad- 
sorptionsmutterlauge (0,72 T.-(e.) enth.) entsprach nach 0 bzw. 3 bzw. 
4 Tagen einer Aciditétszunahme von a) 0,00 bzw. 0,50 bzw. 0,68 und 
b) 0,00 bzw. 0,16 bzw. 0,18 ccm 0,2 n-KOH (gemessen nach 1 stiindiger 
Einwirkung auf Gelatine); die Bildung des Aktivators verlief also in 
neutralem Medium viel rascher. 

Die Leistung des gebildeten Aktivators fiir die Aktivierung 
des Trypsins, die man mit der der Enterokinase aus der Darm- 
schleimhaut verglich, erweist seine Identitét mit dieser; die 
beobachtete Hichstaktivieung des tryptischen Enzyms stimmt 
mit der durch Enterokinase erreichbaren, wie aus dem nach- 
stehenden Versuch 5 ersichtlich ist, innerhalb der Fehler- 
grenzen iiberein. Es wird fiir die Kennzeichnung der aus der 
Driise entstehenden Enterokinase und fir die nihere Unter- 
suchung ihrer Bildung von Bedeutung sein, ihre Menge und 
ihr Verhaltnis zu der Trypsinmenge in der Driise durch das 
fir die Enterokinase aufgestellte Ma8 genauer zu definieren 
und ihre Konzentration in der Driise mit der in der Darm- 
schleimhaut zu vergleichen. 

Versuch 5. 0,70 cem einer gegeniiber Gelatine inaktiven Mutter- 
lauge der Tonerdeadsorption iiberlie’ man wihrend 1 Stunde bei 30° 
und bei neutraler Reaktion der Einwirkung von a) 22,0 cem trypsin- 
freier Tonerdeelution (aus Vers. 4a), welche 4 Tage sich selbst tiber- 
lassen war, b) 0,30 cem Enterokinaselésung aus Darmschleimhaut, viel 
mehr, als zu voller Aktivierung erforderlich; die dann unter den Be- 
dingungen der Trypsinbestimmung gemessene Aktivitit entsprach einer 
Aciditaétszunahme von a) 0,30, b) 0,35 cem 0,2 n-KOH, d.i. 0,20 bzw. 


0,24 T.-(e.) in der Analysenprobe, sie stimmte also tenethalh der Fehler- 
grenzen tiberein. 


Dem JapanausschuB der itiessiibaadhian der Deutschen 
Wissenschaft danken wir fiir die erwiesene Unterstiitzung. 

















Untersuchungen iiber pflanzliche Fortpflanzungszellen. 


II. Uber die chemischen Bestandteile der Sporen von 
Aspidium filix mas. 


Von 


Alexander Kiesel. 





(Aus dem Timiriaseff-Forschungsinstitute und dem Chemisch-Pharmazeutischen Institute 
zu Moskau.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6. September 1925.) 





Da iiber die chemischen Bestandteile pflanzlicher Fort- 
pflanzungszellen (Pollen, Sporen) bisher noch sehr wenig be- 
kannt ist und dieselben fiir die Physiologie der Entwicklungs- 
prozesse groBes Interesse bieten, stellte ich mir die Aufgabe, 
einige derartige detailliertere Untersuchungen vorzunehmen. Vor 
wehigen Jahren untersuchte ich die chemischen Bestandteile 
der Pollenkérner von Pinus silvestris) und eile jetzt die Resul- 
tate mit, die ich bei einer gleichartigen Untersuchung von 
Farnsporen erhalten habe. 

Uber Sporenzellen sind unsere Kenntnisse noch diirftiger, 
als iiber Pollenzellen und, soweit die betreffende Literatur zu 
iibersehen ist, finden wir nur Angaben iiber einige Bestand- 
teile der Sporen des Barlaps (Lycopodiumarten), die hekannt- 
lich bei Pillenverpackungen praktische Anwendung finden und 
deshalb der Untersuchung in geniigender Menge leichter zu- 
ginglich und auch im Handel zu finden sind.?) 





1) Zs. f. physiol. Chem. Bd. 120, S. 85 (1922). Daselbst Literatur- 
angaben. 

*) A. Langer, Arch. d. Pharm. Bd. 227, S. 241, 289 und 625 (1889). 
Daselbst Angaben iiber altere Literatur. A. Buchowski, Diss. Warschau; 
Chem.-Ztg. 1889, Nr. 21, S. 174. 
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Die von mir untersuchten Sporen des Farnes Aspidium 
filix mas wurden derart erhalten, daB man die frischen, eben 
im Walde des Gouvernements Moskau im August-September 
gesammelten Farnblatter mit reifen, noch nicht entleerten Spo- 
rangien im Zimmer iiber Papier etwas eintrocknen lieB und 
die, sowie von selbst, als auch durch Schiitteln und leises Ab- 
streichen der Blatter abgetrennten Sporen durch feinste 
Miihlengaze siebte. In dieser Weise wurde das Material von 
Beimengungen (Sandkérnern, leeren Sporangien, Schuppen) be- 
freit, was durch mikroskopische Analyse festgestellt wurde. 

Da die Membran der Sporen héchst undurchlassig ist 
und ein mechanisches Zerreiben nicht viel dazu beitragen 
konnte, um HiweiSstoffe und andere kolloidale Bestandteile 
den Sporen zu entziehen, muBte davon abgesehen werden, diese 
Bestandteile direkt zu untersuchen. 

Der gréBte Teil der vorliegenden Untersuchung wurde mit 
125 g lufttrockener Sporen, die 117,9 g Trockensubstanz ent- 
hielten und im Jahre 1922 gesammelt wurden, ausgefiihrt. Da 
aber nur bei der Verarbeitung, nicht bei der langdauernden 
Extraktion der fettartigen Substanzen im Kohlensdurestrom 
zur Verhiitung von Oxydationsvorgiingen gearbeitet wurde und 
auBerdem das Wachs und Ol nicht sogleich nach dem Extra- 
hieren in Arbeit genommen wurde, wurden nach Abschlu8 der 
Arbeit im Sommer 1924 fir die Untersuchung der fettartigen 
Substanzen neue 259 g lufttrocknen Materials verschafft, welche 
im Kohlensiurestrome auch extrahiert wurden. Das Wachs 
und Ol kam dann gleich in Verarbeitung, wobei die ver- 
schiedenen Operationen der Verarbeitung stets entweder im 
Kohlensiure- oder im Wasserstoffstrome ausgefiihrt wurden. 
Dieses war notwendig, um sich ganz gewissen Hinwinden 
gegentiber zu schiitzen. 

Im weiteren beziehen sich alle Angaben auf die anfing- 
lichen 125 g, wenn es nicht besonders vermerkt ist, daB fiir 
die oder jene Bestimmung oder Operation das unter standiger 
Vermeidung von Oxydationsprozessen behandelte Material ver- 
wendet wurde. 
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I. Wachs. 


Die lufttrockenen Sporen wurden im Perkolator mit Ather 
lingere Zeit extrahiert, bis eine Probe keinen bedeutenden 
Riickstand mehr hinterlieB. Es gingen 2,969 oder 2,51 °/, 
(berechnet auf Trockensubstanz) in Lésung. Bei dem Abdestil- 
lieren des Athers hinterblieb ein gelbes Ol, welches durch und 
durch mit mikroskopischen Nidelchen durchsetzt war. Die 
Krystalle schmolzen ohne andere Reinigung, als die Behand- 
lung mit Petrolather zur Abtrennung des fitissigen Oles, 
bei 80—81°. 

Die weitere Verarbeitung geschah durch vielmal wieder- 
holtes Auskochen mit 96°/,igem Alkohol, wobei die alkoho- 
lischen Lésungen beim Erkalten einen weiBen krystallinischen 
aus kleinen Nidelchen bestehenden Niederschlag abschieden. 
Nach Abfiltrieren und Auswaschen mit kaltem Alkohol ergab 
die Substanz den Schmelzp. 82—-85°. Beim Einengen der 
alkoholischen Extrakte wurde noch etwas von der Substanz 
erhalten. Nach méglichst vollstandiger Alkoholextraktion wurde 
das Material wieder durch Digerieren mit kaltem, wiederholt 
gewechseltem Ather erschépfend bei fterem Schiitteln 
extrahiert. 

Die krystallinische Ausscheidung war ganz einheitlich und 
bestand aus reiner Cerotinsiure, deren Schmelzpunkt auf 85 
bis 85,5° festgestellt und die mit der aus Bienenwachs dar- 
stellbaren Cerotinsiure identisch gefunden wurde.') Im ganzen 
wurden 4,66 g oder 3,95°/, Cerotinsiure auf Trockensubstanz 
der Sporen berechnet gefunden. Annihernd dieselbe Menge, 
gegen 10 g, wurden aus 259g des im Sommer 1924 gesam- 
melten lufttrockenen Materials erhalten. 

Cerotinsiure wurde auch bei gleicher Verarbeitung der 
Sporen von Asplenium filix femina, und zwar in der Menge 
von 0,85 g aus 42,7 g lufttrockener Substanz (2 °/,) abgeschieden. 

Die Cerotinsiure bildete somit das Wachs der sehr schwer 
benetzbaren Sporen, wobei ihr keine andere nachweisbare 
Wachssubstanz beigemengt war. Die Siure mubte zum aller- 





1) Chem. Ber. H. 7, Nr. 258 (1925). 
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gréBten Teile in der Wandung eingeschlossen sein, da sie nur 
sehr langsam und allmihlich an den erneut zur Extraktion 
verwendeten Alkohol abgegeben wurde und ganz anders, als 
bei der Untersuchung von Bienenwachs, in Lisung ging. Nach 
dem Abscheiden war das Léslichkeitsverhiltnis der Cerotin- 
siure der Sporen in Alkohol dem der Cerotinsiure aus Bienen- 
wachs vollkommen gleich. Die mikroskopische Untersuchung 
der in arabisches Gummi eingeschlossenen Sporen lieB keinen 
Wachsbezug oberhalb der Sporenwand erkennen.?) 

Der Extraktion des in den Sporen enthaltenen Ols bot 
die Cerotinsiure der Zellwand groBen Widerstand: die anfang- 
lichen Atherextrakte waren nur ganz schwach durch das der 
Cerotinsiure beigemengte Ol gefirbt. Beim Verarbeiten der 
259 g Sporen ergab schon die erste heiBe Alkoholextraktion 
einen etwa fiinfmal gréBeren Riickstand, als die vorausgegangenen 
6 Atherextraktionen, und auch diese bestand hauptsachlich aus 
Cerotinsiure. Jede der folgenden 5—6 Alkoholextraktionen 
hinterlieB einen groBen Riickstand und nur die elfte heife 
Alkoholextraktion schied beim Erkalten wenig Cerotinsdure 
ab. Gleichzeitig schlossen die spiteren Alkoholextrakte merk- 
lich immer gréBere Mengen von flissigem Ole ein. Die erste 
den Alkoholextraktionen folgende Atherextraktion ergab eine 
groBe Menge orangefarbigen Ols, die bei weitem die Menge 
Ols iiberstieg, welche bei wiederholtem Extrahieren mit Ather 
vor dem Entfernen der Cerotinsiure erhalten wurde. 

Dieses bemerkenswerte, durch Anwesenheit von Cerotin- 
siure in der Zellwand bedingte Verhalten des Ols im Innern 
der Zellen gegen Liésungsmittel 148t uns andrerseits das schon 
seinerzeit von E. Schulze bei seinen Lecithinuntersuchungen 
nachgewiesene Verhalten der Fette und Lipoide gegen Ather- 
extraktion in Erinnerung bringen. Es gelingt namlich nie 
durch direkte Atherextraktion alle Fett- und hauptsichlich 
Lecithinmengen, die in den Zellen enthalten sind, in Lésung 
zu bringen. Immer ist eine Vorbehandlung mit heiBem Al- 





1) Diese Feststellung wurde noch auf meine Bitte von Fri. Dr. 
N. Kachidze nachgepriift, wofiir ich ihr hier meinen Dank ausrichte. — 
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kohol nétig, um das véllige Ablésen zustatide zu bringen. Es 
hat dabei den Anschein, als ob ein Teil der genannten Sub- 
stanzen fester am Plasma haftet. Diese Erscheinung ist von 
E. Schulze durch die noch nicht direkt bewiesene Annahme 
der Existenz von Lecitho- sowie Olproteiden im Plasma er- 
klirt worden. Wenn auch die Existenz solcher Proteide fiir 
die Farnsporen sehr annehmbar erscheint, liegt doch der 
Hauptgrund des nachgewiesenen Verhaltens bei der Extraktion 
des Oles unzweifelhaft in der Durchtrankung der Zellwand 
mit Cerotinsiure?), die doch in kaltem Ather ziemlich schwer 
léslich ist. 

Die Anschauung von A. Langer, der bei den Sporen 
von Lycopodium clavatum nach Zerreiben mit Quarzsand eine 
viel gréBere Menge von Ol (49,84 °/,) durch Chloroform extra- 
hieren konnte, als ohne Zerreiben (bis 4°/,), und dieses durch 
Undurchdringlichkeit der mechanisch unversehrten Sporen- 
wandung erklarte, ist wohl hier nicht anwendbar, da durch 
das Kochen mit Alkohol die Wandung mechanisch nicht zer- 
stért wird, sondern nur gewisse Substanzen, hauptsachlich 
Cerotinsiure, abgibt. Es ist auch recht zweifelhaft, ob man 
die kleinen Sporenzellen durch Verreibung mit Sand zer- 
stéren oder die Wandung derselben in ausreichender Weise 
schidigen kann. Von ,,fein zerriebenen“ Sporen, wie es 
Langer, ohne auf eine mikroskopische Untersuchung hinzu- 
weisen, angibt, kann jedenfalls nicht die Rede sein. Ein Ver- 
such, den ich bei der Untersuchung von Pinuspollen machte, 
mechanisch durch Verreiben mit Quarzsand und Quarzpulver 
die Zellen zu zertriimmern, hatte nicht den gewiinschten Er- 
folg. Es wire somit auch nicht anzunehmen, daB dieses mit 
Sporenzellen gelingen kénnte. Andrerseits muB man Langer 
recht geben, wenn er angibt, es gelinge nur nach laingerem 
Extrahieren das Ol aus den Zellen zu bringen. Das itbliche 
Extrahieren im Soxhletapparat ist tberhaupt bei Olunter- 
suchungen nicht zu empfehlen. 





1) Nach B. Hansteen-Cranner sind auch in den gewdhnlichen, 
nicht kutinisierten Zellwinden Fettsiuren enthalten und beeinflussen 
deren Durchlissigkeit, Jahrb. wiss. Bot. Bd. 53, S. 536 (1913/14). 
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Zur Veranschaulichung fihre ich die durch Ather, Alkohol 
und wieder Ather in Lésung gebrachten Substanzmengen aus 
259 g Sporen an. 
6 anfingliche Atherextraktionen, jedesmal 1200—1500 ccm 
Lésungsmittel: 6 g, 

11 heiBe Alkoholextraktionen,; jedesmal 1200—1500 ccm 
Liésungsmittel: gegen 80 g), 

6 nachtrigliche Atherextraktionen, jedesmal 1000 bis 
1200 ccm Lésungsmittel: 9,25 g. 


II. 61. 


Um das in den Ather- und Alkoholextrakten enthaltene 
Ol zu sammeln, wurden die Riicksténde der Atherextraktion 
in Petrolaither gelést. Aus den Alkoholextrakten wurde der 
Alkohol abdestilliert und der noch etwas alkoholische Riick- 
stand mit Wasser und Petrolither geschiittelt. Die Petrol- 
itherlésungen wurden vereinigt, der Petrolither abdestilliert, 
eine kleine Menge noch ausgeschiedener Cerotinsdure abfiltriert 
und das Ql ginzlich von Petrolither und Spuren von Wasser 
durch Trocknen im Wasserstofistrome bei 90° befreit. 

Das Ol aus 125g Farnsporen wog 20,12 g, entsprach 
demnach 17,06°/, der Trockensubstanz der Sporen. Das aus 
259 g Sporen abgeschiedene Ol, bei dessen Extraktion von 
Anfang an im Kohlensiurestrome gearbeitet wurde, wog 64,0 g. 
Der Olgehalt war hier also bedeutend héher und betrug 24,7 °/, 
der Lufttrockensubstanz. Das konnte wohl seinen Grund in 
dem warmen sonnenreichen Sommer und besserer Ernahrung 
haben. 

Durch Behandlung mit kaltem Aceton wurde das Lecithin 
aus dem Ole von 125 g Sporen abgeschieden. Die in kaltem 
Aceton unlésliche Menge war aber zu gering fiir eine naihere 
Untersuchung. Beim Trocknen im Exsiccator bildete die ab- 
getrennte Substanz eine ziemlich feste Masse. Da wenig Aus- 
sicht war, reines Lecithin, selbst aus der gréBeren Menge der 





1) Der Riickstand enthielt nach Abdestillieren des Alkohols noch 
etwas Wasser. AuSer Cerotinsiure und 01 waren Kohlenhydrate und 
stickstoffhaltige Stoffe in Lésung gegangen. 
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Sporen in geniigender Menge darzustellen, wurde nur die Ge- 
samtmenge der Phosphatide durch Phosphorbestimmung in dem 
vor Oxydation geschiitzten Ole berechnet. 

1,0063 g des Oles enthielten 0,0050 g oder 0,50°/, P. 
Auf Lecithin berechnet, entspricht das 0,125 g Lecithin, oder 
etwa 3,09°/, Lecithin in den Sporen. Zugleich enthielten 
0,9753 g des Ols 0,0007 g Stickstoff. Das wiirde etwa 0,61 °, 
Cholin im Ol entsprechen. Bei dem Verhiltnis P:N = 3,2:1 
muBten neben Lecithin auch andere Phosphatide in den Sporen 
enthalten sein. Auberdem konnten im Ole Zuckergruppen 
nachgewiesen werden. 1,1354 g des Ols wurden 31/, Stunden 
mit 20 ccm 3°/,iger Schwefelsiure unter éfterem Schiitteln 
im kochenden Wasserbade erwirmt. Die waBrige Lésung ent- 
hielt 0,0061 g oder gegen 0,5 °/, des Ols an reduzierendem 
Zucker. Somit konnten die Angaben von E. Schulze und 
Mitarbeitern iiber Kohlenhydratgruppen in Olen (Lecithinen) 
auch fiir das untersuchte Material bestitigt werden. 

Um iiber das fliissige Ol eine allgemeine Vorstellung zu 
bekommen, wurden die iiblichen Zahlen der Oluntersuchung 
bestimmt, wobei hier nur die Zahlen fiir das gegen Oxydation 
sorgfaltig geschiitzte Ol angegeben sind. 

Saurezahl 4,8. 1,0063g -verbrauchten 0,87 ccm n/10- 
Kalilauge. 

Esterzahl 187,3. 1,0063g neutralisierten Ols erforderten 
nach Verseifung zur Neutralisation der frei gewordenen Sauren 
33,60 com n/10-Kalilauge. 

Verseifungszahl 192,1. 

Jodzahl 104: 0,2755 g banden 0,2867 g Jod. 

Acetylzahl 6,8: Saurezahl des acetylierten Ols 4,0: 
3,1890 g erforderten 2,25 ccm n/10-Kalilauge. LEsterzahl in 
derselben Probe 194,1: nach Verseifung verbrauchten die frei- 
gemachten Siuren 110,3 com n/10-Kalilauge. 

Die Menge der in Wasser unléslichen Fettsiuren betrug 
88,0°/, des Ols. 

Dem iAuBeren Aussehen, der Ester- sowie Jodzahl nach 
muBte hauptsichlich Oleinsiure vorgelegen haben, der in 
kleinerer Menge andere ungesittigte Saiuren, wohl Linolsaure, 
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beigemengt sein muBten. Dieses wurde weiterhin auch be- 
statigt. 

16,5 g des Ols aus 125g und 52,7 des Ols aus 259 g 
Sporen wurden nach E. Salkowski verseift, wobei im letzteren 
Falle das Verseifen im Wasserstofistrome vorgenommen, und 
um der vélligen Verseifung ganz sicher zu sein, die Verseifungs- 
lésung noch 1 Stunde im kochenden Wasserbade erwarmt 
wurde. Diese VorsichtsmaBregeln waren durch die naher unten 
angegebenen Resultate der Untersuchung des sogenannten un- 
verseifbaren Teils des Ols ganz besonders erwiinscht. 

Das verseifte Ol wurde in der von der iblichen nicht ab- 
weichenden Weise in den sogenannten unverseifbaren Teil 
(Cholesterinfraktion), in die Fraktion der in Wasser unléslichen 
Fettsiuren und in die Fraktion der wasserléslichen Bestand- 
teile zerlegt. 

a) Cholesterinfraktion. 

Aus 125 g Sporen. 

Die Cholesterinfraktion bildete eine orangegelbe, fast rote 
élige Masse, in der sich alsbald schéne farblose Krystalle ab- 
schieden. Nach lingerer Trocknung im Vakuum wog die Masse 
1,134 g, was 6,87°/, des Ols oder 1,17°/, der Sporentrocken- 
substanz entspricht. 

Mit groBer Miithe und einigen Verlusten gelang es, die 
dlige Substanz von den Krystallen abzutrennen, wobei 0,68 g 
orangegelber, angenehm siiBlich riechender dliger Substanz 
und 0,33 g der Krystalle erhalten wurden. Beim Umkrystalli- 
sieren bildeten letztere glinzende, schén ausgebildete farblose 
Plattchen. 

Die Krystalle waren Cholesterin. Von dem typischen 
Cholesterin unterschieden sie sich durch Abwesenheit von 
Krystallwasser und durch ihren Schmelzpunkt, der scharf bei 
131°lag. Die Farbenreaktionen nach EK. Salkowski, C. Lieber- 
mann und G. Denigés fielen positiv und in tblicher Reihen- 
folge aus, wobei bei kleineren Mengen die Farbe anfangs mehr 
nach Violett lag. Das Cholesterin addierte Brom, wobei aber 
keine krystallinische Ausscheidung stattfand. Nach 1—2 Tagen 
bildete sich eine. schmierige gelbe Masse am Boden. Mit 
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konzentrierter Schwefelsiure und Jodlésung gaben die Krystalle 
die charakteristischen Farbenerscheinungen. 

Gegen 0,1 g Cholesterin wurden acetyliert. Das acety- 
lierte Produkt gab die naimlichen Reaktionen, nur schirfer, 
und schmolz bei 111—114° Fir Cholesterylacetat wird be- 
kanntlich 114° angegeben. 

0,0846 g Substanz gaben 0,0903 g H,O oder 0,0101g H u. 0,2582 g 
CO, oder 0,0704 g C, somit 83,23 °/, C, 11,96 °/, H und 4,81 %/, O. 

Ber. fiir C,,H,,0 83,84 °/, C 12,02°/, H und 4,14 °/, O. 

Bei der geringen Menge angewandter Substanz ist die 
Ubereinstimmung ziemlich gut.) 

Die von den Krystallen ginzlich abgetrennte dlige Sub- 
stanz gab ebenfalls die erwihnten Farbenreaktionen und 
addierte Brom. 


0,3197 g Substanz gaben 0,3379 g H,O oder 0,03879 g H und 0,9328 g 
CO, oder 0,2544 g C. 

Die erhaltenen Zahlen stimmen am besten mit der Formel C,,H,,0, 
iiberein. 


Gefunden Berechnet fiir C,,H,,0, 
CG 79,57 %/, 19,69 °/, 
H 11,85 11,80 
O 8,58 8,51 


Selbstverstaindlich ist das Resultat der Analyse nicht ganz 
sicher, da die Substanz doch noch Beimengungen enthalten 
konnte, wenn sich davon auch nichts merken lieB und die 
Substanz einheitlich erschien. 

Um zu entscheiden, ob nicht doch eine Saure vorliege, 
was bei der Darstellungsweise wenig wahrscheinlich war, 
wurden 0,2915 g der Substanz mit n/30 alkoholischer Kali- 
lauge titriert. Trotz der schon anfangs rotgelben Farbung 
konnte durch Zugabe von 0,6 ccm Kalilauge der Farben- 
umschlag nach Rot des zugefiigten Phenolphthaleins deutlich 
festgestellt werden. Die Substanz konnte also keine Saure sein. 

Um die Anzahl der Doppelbindungen festzustellen, wurde 
in der zur Titration beniitzten Lésung in tiblicher Weise das 





1) Leider stand mir keine Mikroelementaranalysenapparatur zur 
Verfiigung. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CIL. 16 
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Jodbindungsvermégen bestimmt. Es wurden 0,1630 g Jod 
gebunden, was bei dem berechneten Molekulargewicht 376 
deutlich auf eine Doppelbindung hinweist. 


Leider reichte die Menge nicht aus, um die Art der 
Sauerstoffbindung festzustellen. Die Annahme von zwei Hydr- 
oxylgruppen ware am wabhrscheinlichsten. Vielleicht kénnte 
man in der Substanz die Struktur eines zweiwertigen Alkohols 
mit drei hydrierten Ringen, von denen der eine, wie in der 
von A. Windaus fir das Cholesterin angegebenen Konstitu- 
tionsformel, die Doppelbindung besa, und einer oder mehreren 
offenen Seitenketten vermuten. Bemerkenswert ist die dlflissige 
Beschaffenheit der Substanz und der ihr eigene Geruch und 
Farbe, die weder abgeschwicht, noch abgetrennt werden 
konnten und der Substanz selbst angehéren muBten. 


Ks mu8 noch die Frage itiber die Méglichkeit einer sekun- 
diren Entstehung der Substanz, der ich, jedoch mit groBem 
Vorbehalt, den Namen Oxyphytosterin beilegen méchte, be- 
sprochen werden. Eine Esterbindung mit Fettsiuren erscheint 
sehr wahrscheinlich, da die von mir gefundene Glycerinmenge 
(s. u.) der Menge der im Ole gebundenen Sauren nicht ent- 
sprach und zu niedrig gefunden wurde, Eine gleiche Ver- 
esterung konnte auch fir das Cholesterin bestanden haben. 
Der Ausdruck unverseifbarer Anteil wire eigentlich itiberhaupt 
zu verwerfen. 


Die ersten Anzeichen des Oxyphytosterins wurden gleich 
nach dem Verseifen des Ols und nach Verjagen des Alkohols 
bemerkt. Spiter behielt die Substanz ihre Higenschaften bei 
und schien bestandig zu sein. Die Substanz konnte also nur 
friiher entstanden sein. Natiirlich war zuerst an eine Oxy- 
dation des Cholesterins zu denken. Jedoch miiBte dabei das 
ihm zugehérige Keton mit einem Sauerstoffatom oder durch 
Ringsprengung eine Dicarbonsiure entstanden sein, da doch 
die Doppelbindung intakt geblieben war. Beides war aber 
nicht der Fall. Es war also sehr wahrscheinlich, daB die 
Substanz schon in den Sporen vorgebildet war, wo sie sowohl 
in freiem, als auch in Esterform vorkommen konnte. 
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Aus 259 g Farnsporen. 

Der Grund des wiederholten miihevollen Sammelns und 
Verarbeitens einer neuen Menge von Farnsporen war nur der 
Wunsch, eine Nachpriifung der in der Cholesterinfraktion ent- 
haltenen Substanzen, speziell der eben besprochenen gelbroten 
dligen Substanz, vorzunehmen. Eben deshalb wurde die Ver- 
arbeitung der Sporen mit ganz besonderen VorsichtsmaBbregeln 
angeleitet und dafiir gesorgt, jede Oxydation beim Abscheiden 
der Substanz zu vermeiden (vgl. oben). Selbstredend war keine 
Aussicht vorhanden, eine erschépfende Untersuchung, geschweige 
einen sicheren Konstitutionsnachweis der Substanz zu geben, 
da doch dazu eine viel gréBere Menge Substanz erforderlich 
war, als ich mit den mir zu Gebote stehenden geringen Mitteln 
beschaffen und verarbeiten konnte. Es scheint mir aber loh- 
nend zu sein und wiirde mir sehr erwiinscht sein, wenn die 
von mir gemachten Beobachtungen unter giinstigeren Arbeits- 
bedingungen ausgeniitzt und geprift werden. 

Bei sorgfaltigstem Vermeiden der Oxydation der Substanz 
durch Sauerstoffzutritt und bei bestaindigem Arbeiten im Kohlen- 
siure- und Wasserstoffstrom gelang es mir auch hier wieder, 
neben dem Cholesterin die fragliche, mit dem provisorischen 
Namen Oxyphytosterin bezeichnete, ganz dieselben Eigenschaften, 
wie im ersten Falle, aufweisende élige Substanz abzuscheiden. 
Die gesamte Cholesterinfraktion aus 52,7 g Ol wog 2,49¢ 
(5,73°/, des Ols) und ebenso, wie frither, lag die dlige Substanz 
in tiberwiegender Menge vor. Es ist also nicht mehr zu be- 
zweifeln, daB die Substanz wirklich in den Sporen schon vor- 
gebildet war. 

b) Fettsauren. 

AuBer den in Wasser unléslichen Fettsiuren, deren Menge 
88°/, des Ols betrug, konnten nach Ansauern der Verseifungs- 
lésung und Abtrennen der unldslichen Bestandteile aus der 
wibrigen Lisung mit Wasserdampf die fliichtigen Sauren aus- 
getrieben werden. Ihre Menge entsprach fir 52,7 g des Ols 
52,9 com n/10-Natronlauge. Die abgedampfte neutrale Lésung 
wurde in wenig Wasser aufgenommen, mit Phosphorsaiure an- 


gesiiuert und mit Ather extrahiert. Nach Verjagen des Athers 
16* 
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verblieb ein geringer Riickstand, der zur Neutralisation 
22,5 ccm n/10-Natronlauge verbrauchte. Die im Riickstande 
enthaltenen Sauren wurden nicht niher untersucht. Jedenfalls 
lag ein Gemisch vor. Die von der Atherschicht abgetrennte 
und nach Neutralisation durch Aufkochen vom Ather befreite 
waBrige Lésung wurde nach den Angaben von Duclaux der 
fraktionierten Destillation unterworfen, wobei die Neutralisations- 
kurve Essigsiure annihernd entsprach. Auer Essigsiure war 
auch Ameisensiure anwesend, die durch Reduktion von Silber- 
nitrat nachgewiesen werden konnte. Die berechnete Menge 
dieser Siuren entsprach etwa 0,18 g. 

Das im Wasserstofistrome bei 98° getrocknete, im Wasser 
unlésliche Fettsiurengemisch zeigte fir die darin enthaltenen 
Fettsiuren ein mittleres Molekulargewicht von 283 an (Siure- 
zahl 198,5): 0,4608 g Substanz erforderten zur Neutralisation 
16,30 com n/10-Natronlauge. 

Die Jodzahl war 105: 0,3232 g des Fettsiuregemisches 
banden 0,3393 g Jod. 

Nach dem Acetylieren und Verveifen des acetylierten 
Siuregemisches wurde die Siurezahl 207,7 gefunden: 2,3098 g 
verbrauchten zur Neutralisation 85,5 ccm n/10-Natronlauge. 
Daraus berechnen sich 2,7 mg oder 0,12°/, Hydroxylgruppen 
im Ole, oder etwa 2°/, Oxysiuren. 

Die Trennung der Fettsiuren wurde in dem aus 125 g 
Farnsporen erhaltenen Ole vorgenommen, wobei 16,5 g Ol 
dazu verwendet und in der schon beschriebenen Weise verseift 
wurden. Nach Abtrennung der Cholesterinfraktion und der 
wasserlislichen Substanzen wurden im Fettséuregemisch die 
ungesittigten Séiuren von den gesittigten in tblicher Weise 
in Form ihrer Bleisalze getrennt. 

Die freigelegten flissigen ungesadttigten Sauren wurden im 
Kohlensiurestrom bei 95° getrocknet und gewogen. Das Ge- 
wicht betrug 13,25 g. Somit bildeten die ungesittigten Siuren 
80,3°/, des Rohéls oder 13,7°/, der trockenen Sporen. 

Die orientierende Jodzahlbestimmung ergab die Jodzahl 
113,3. Somit muBte der gréBte Teil aus Fettséuren der Ol- 
siurereihe bestehen. 
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0,4109 g Fettsiuren verbrauchten 0,4655 g Jod. 

Zuerst wurde versucht, in den iibrigen 12,84 g Fettsiuren 
eine Trennnng durch fraktionierte Krystallisation von Barium- 
salzen zu erlangen. Da aber das nicht gut zum Ziele filrte, 
wurde die Trennung durch Bromieren der Fettsiuren vor- 
genommen. Die aus den Bariumsalzen zuriickgewonnenen 
Fettsiuren wogen 12,61 g, es waren also 0,23 g bei der Ver- 
arbeitung verloren gegangen. Durch Aufnehmen der Brom- 
additionsprodukte in heiBem Petrolather und nachfolgender 
starker Abkiihlung der Lésung wurde eine ziemlich gute Ab- 
trennung der Di- von den héheren Bromiden erlangt. 

Die Dibromidlésung enthielt Dibromstearinsiure, was durch 
Titration und Brombestimmung geniigend nachgewiesen werden 
konnte. 

0,2792 g des Dibromids verlangten 6,35 com n/10 alko- 
holischer Kalilauge, was einem Molekulargewicht von 439,1 
statt 442,1 entspricht. 

0,2312 g gaben 0,2026 g AgBr, d. h, 0,0862 g oder 
37,28°/, Br statt 36,15°/,. Da die Abtrennung der Tetra- 
bromide doch nicht absolut quantitativ erfolgt, muBte dem 
Dibromid der Oleinséure etwas Tetrabromid beigemengt ge- 
wesen sein. 

Im ganzen wurden 17,18 g Dibromid erhalten, was 10,96 g 
Oleinsiure entspricht. Das Rohél enthielt somit 69,8°/, Olein- 
sure. Auf Trockensubstanz der Sporen berechnet, ergibt das 
11,91°/, Oleinséure. 

Die in kaltem Petrolither unléslichen héheren Bromide 
lésten sich bis auf einen ganz geringen Rest, der nur zur 
Schmelzpunktsbestimmung ausreichte, in kaltem Ather. 

Die Brombestimmung und der Schmelzpunkt des aus der 
Atherlésung erhaltenen Tetrabromids deuteten auf alleinige 
Anwesenheit von Tetrabromstearinsdure hin. 

0,1553 g Tetrabromid gaben 0,1955 ¢ AgBr, d. h. 0,0832 g 
oder 53,57°/, Brom. Fir C,,H,,0,Br, berechnet sich der 
Bromgehalt. zu 53,28°/,. 

Der Schmelzpunkt war 113° 

Es wurden 3,53 g des Tetrabromids erhalten, die 1,65 g 
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Linolsiure entsprechen. Das Rohél enthielt somit 10,5 °/, 
Linolsiure, was 1,79°/, der Trockensubstanz der Sporen 
ausmacht. 

Die nach den Bromiden berechneten Mengen der Ol- und 
Linolsfuren betragen zusammen 12,61 g, was genau dem Ge- 
wichte der direkt gewogenen ungesittigten Fettsiuren ent- 
spricht. 

Der ganz geringe, in kaltem Ather unlésliche Riickstand 
der Bromide konnte nicht weiter seiner geringen Menge wegen 
gereinigt werden. Gegen 220—221° trat unscharfe Schmelzung 
ein. Es muSte wohl ein Hexa- oder Oktobromid in Spuren 
anwesend gewesen sein, 

Die freigelegten gesittigten Fettsiuren bildeten eine feste 
Masse und wogen 0,86 g. Ihre Menge betrug also 5,21°/, des 
Rohdéles oder 0,89°/, der Trockensubstanz der Sporen. 

Durch Umkrystallisieren aus heiBem 96°/, igem Alkohol 
konnten leicht zwei sehr verschieden in Alkohol lésliche Frak- 
tionen erhalten werden. Die beim Erkalten sofort in kleinen 
Krystallen abgeschiedene und mit Alkohol ausgewaschene 
Fraktion von 0,067 g zeigte den Schmelzp. 79—80° und 
muBte aus etwas durch niedere Fettsiuren verunreinigter 
Cerotinsiure bestehen. 

0,0666 g Substanz gaben 0,0772 g H,O oder 0,0086 g H und 
0,1896 g CO, oder 0,0517 g C. 

Gefunden ___ Ber. fiir Cerotinsiiure _ Ber. fiir Palmitinsiure 


C 17,64% 718,68 °/, 3 14,92 °/, 
H 13,00 ,, 18,24 ,, 12,61 ,, 
0 se. 8,07 ,, 12,47 ,, 


In der alkoholischen Mutterlauge trat keine weitere 
Krystallisation ein und beim Verdunsten des Alkohols erstarrte 
die Lisung zu einer festen Masse, die wieder in wenig Alkohol 
aufgelist wurde. Zur heiBen Lisung wurde tropfenweise Wasser 
bis zur anhaltenden Triibung zugesetzt. Der beim Erkalten 
ausgeschiedene Niederschlag wurde wieder in Alkohol gelést 
und in beschriebener Weise durch Wasserzusatz ausgefallt. 
Es wurden in dieser Weise 0,633 g Substanz erhalten, die 
etwas verunreinigte Palmitinsiure darstellen muBte. 
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Schmelzp. 56,5°. 
0,0608 g verbrauchten 7,40 com n/30-Kalilauge, was dem 
Molekulargewicht 246,5 statt 256 entsprach. 


0,1556 g Substanz gaben 0,1734 g H,O oder 0,0194g H und 
0,4240 » CO, oder 0,1156 g C. 


Gefunden Berechnet fiir C,,H,,O0, 
C 74,29°/, 14,92°/, 
H 12,49 ,, 12,61 ,, 
O 13,22 ,, 12,47 ,, 


Der annihernde Gehalt an gesiittigten Siuren im Ole 
war demnach folgender: Cerotinsaure 0,4°/, (0,07°/, der Sporen- 
trockensubstanz), Palmitinsiure 3,8°/, (0,65°/, der Sporen), 
unbestimmte Sauren, hauptsichlich wohl Oxy- und niedere 
Fettsiuren, 1,0°/, (0,17°/, der Sporen). 


c) Wasserlésliche Substanzen der Olverseifung. . 


Die wasserléslichen flichtigen Fettsiuren wurden schon 
im vorhergehenden Abschnitt besprochen. 

Die saure wiBrige Fliissigkeit, die beim Verseifen des 
Ols aus 125g Farnsporen nach Entfernung des Cholesterins 
und der unldslichen FettsAuren erhalten wurde, wurde mit 
Bariumcarbonat neutralisiert; zum Sirup eingedampft und in 
Alkohol aufgenommen. 

Der eine Teil der Lésung wurde nach Aibiiaiaiitiewnes 
angesaiuert und mit Phosphorwolframséure versetzt. Der ge- 
ringe Niederschlag wies beim Erwirmen mit schwacher Natron- 
lauge die Anwesenheit von fliichtigen Basen (NH,?) auf. Ein 
Geruch von Alkylaminen war nicht deutlich bemerkbar. Der 
andere Teil wurde zum Glycerinnachweis mehrmals abgedampft 
und in Alkohol aufgenommen. Der sirupése Riickstand wurde 
zur Acroleinprobe verwendet, wodurch das Glycerin nach- 
gewiesen wurde. 

Eine quantitative Glycerinbestimmung wurde bei der 
Verseifung des Ols aus 259 g Sporen vorgenommen, nachdem 
die fliichtigen Séuren aus der sauren wiBrigen Lésung aus- 
getrieben wurden. Das Glycerin wurde durch Kaliumpermanganat 
in alkalischer Lésung zu Oxalsaéure oxydiert und letztere mit 
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Kaliumpermanganatlésung nach Ansauern titrimetrisch bestimmt. 
Die Gesamtmenge des Glycerins, die 52,7 g Ol entsprach, be- 
trug 4,710 und 4,729 g in zwei Bestimmungen, im Mittel 
4,719 g oder 8,95°/, des Ols. 

Bei Zusammenstellung der bei der Untersuchung von 
52,7 g Ol erhaltenen Zahlen finden wir: 

















g "lo 
In Wasser unlésliche Fettsiiuren . . . 46,40 — 88,00 
Fliichtige, wasserlésliche Fettsiuren (im Mittel 
auf Buttersiure berechnet) ....... 0,46 0,87 
Glycerin . . . Pa es ae ee 4,72 8,95 
Cholesterinfraktion bike we Oe eS ee ee ae es 2,49 4,72 
COND ek ce a Se oe ee eee 0,32 0,61 
PONE 6 ec ka ne oe eee 0,83 1,58 
ROOROE Gk ge SR Ee ee 0,28 0,54 
Summe 55,50 105,27 











Die theoretische Ausbeute der Spaltungsprodukte bei der 
Verseifung von Triolein betrigt 106,1°/,. Da ein Teil der 
Fettsiuren auBerdem in freiem Zustande gefunden wurde, ist 
die Zusammentreffung der erhaltenen und der theoretischen 
Mengen der Spaltunsprodukte eine noch vollkommenere: 
2,5°/, der gesamten Carboxylgruppen wurden frei gefunden. 

Aus den angegebenen Zahlen lé8t sich berechnen, daf 
das Glycerin nur 43,54 g Fettsiuren im Ole als Triglyceride 
sittigte. Die Menge der freien in Wasser unléslichen Fett- 
siuren betrug 1,16 g. Hs muBten also noch 1,70 g Fettsiuren 
mit anderen Kérpern verestert gewesen sein. Da noch die im 
Ole gebundene Phosphorséure dazukommt und auSerdem auch 
die fliichtigen Séuren nicht in Rechnung gezogen sind, muBb 
auBer dem (dlycerin eine bedeutende Menge anderer Alkohol- 
radikale im Ole verestert gewesen sein. Diese fehlenden 
Alkoholradikale miissen in der Cholesterinfraktion, im Chole- 
sterin und Oxyphytosterin, gesucht werden. Aus der Berech- 
nung muB also folgen, daf im Ole der Farnsporen die Chole- 
sterinkérper im wesentlichen in veresterter Form vorlagen. 
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III. Wasserlésliche Stoffe der Alkoholextrakte. 


Die wiBrige Liésung, die beim Abscheiden des Ols aus 
den alkoholischen Extrakten der Sporen erhalten wurde, ent- 
hielt den in den Alkohol tibergegangenen Rohrzucker urd war 
stickstoffhaltig. 

Bei der Untersuchung von 125 g Sporen wurde diese 
Lésung mit Schwefelsiure angesiuert und die basischen Sub- 
stanzen mit Phosphorwolframsiure ausgefallt. Die geringe 
Fallung wurde in iiblicher Weise verarbeitet und die salzsaure 
Lésung der Basen mit Goldchlorid versetzt. Es wurden 0,04¢ 
eines ziemlich schwer léslichen Chloraurats erhalten, welches 
bei 241° schmolz und 44,38°/, Au enthielt. 

0,0365 g Chloraurat enthielten 0,0162 g Au. 

Die Eigenschaften stimmen vollkommen mit dem Chlor- 
aurat des Cholins iiberein. Somit enthielten die Sporen eine 
geringe, jedoch nachweisbare Menge von freiem Cholin (0,0093°/, 
der Trockensubstanz). Die Mutterlauge des erhaltenen Cholin- 
chloraurates war ganz gering und enthielt keine nachweisbaren 
Mengen basischer Stoffe. 

Die entsprechende wiBrige Lisung aus den 259 g Sporen 
wurde zum Sirup bei neutraler Reaktion eingeengt. Bei 
langerem Stehen krystallisierte Rohrzucker in schénen Kry- 
stallen aus. 

Quantitativ wurde der Rohrzuckergehalt direkt in den 
Sporen bestimmt. Seine Menge entsprach 1,77°/, der Trocken- 
substanz der Sporen. Reduzierender Zucker war in den Sporen 
nicht vorhanden. AuBerdem wurde in den Sporen der Gesamt- 
stickstofigehalt, der EiweiBstickstoffgehalt und der Aschegehalt 
bestimmt. 


Gesamtstickstoff der Sporen 1,51 °/, der Trockensubstanz 


EiweiBstickstoff _,, ‘a Lae os » 
Eiwei8 (1,89 x 6,25) . . . 8,69, 
Aste . 5 ee ee ee 





1) Die Asche cnthielt viel Phosphorsiure und Kieselsdure, Eisen 
und wenig Schwefelsiure. Eine genauere Untersuchung wurde nicht 
vorgenommen. 
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IV. Wasserextrakticn. 


Die mit Ather, Alkohol und wieder Ather extrahierten 
Sporen wurden getrocknet und lufttrocken gewogen. Es waren 
19,3°/; des Materials an die Extraktionsflissigkeiten abgegeben 
worden. 

Das Material wurde jetzt mehrmals mit erneutem Wasser 
ausgekocht. Beim Abdampfen der vereinigten waBrigen Ex- 
trakte schieden sich braune, schmierige Massen ab, die weiter 
nicht untersucht wurden. Nach Reinigung mit Bleiacetat und 
Ansiuern mit Schwefelsiure wurde mit Phosphorwolframsiure 
gefallt. Es resultierte nur eine geringe Fallung, die nach dem 
tiblichen Verfahren von Kossel und Kutscher verarbeitet 
wurde. Jedoch konnte nur aus der Lysinfraktion eine sehr 
kleine, jedoch faBbare Menge einer Base als schwer in Alkohol 
lésliches Chloroplatinat erhalten werden, das 28,15°/, Pt ent- 
hielt: 0,0103 g ergaben 0,0029 g Pt. Eine weitere Unter- 
suchung war nicht ausfthrbar. 

Das Filtrat der Phosphorwolframsiurefaillung enthielt 
ebenfalls keine geniigenden Mengen von Substanz. 

Das Gewicht des mit Wasser extrahierten und getrock- 
neten Sporenmaterials betrug nun 69g.1) Es waren also bisher 
im ganzen 41,5°/, der Trockensubstanz der Sporen in Lésung 
gegangen. Der gréBte Teil der in Wasser gelésten Substanzen 
muBte demnach in der Bleifillung geblieben sein, wobei die 
Substanzen alle diffusionsfahig sein muBten. 


V. Indirekte EiweiBuntersuchung. 


Es wurde schon darauf hingewiesen, da8 man wohl keine 
Aussicht hitte, die in den Sporen eingeschlossenen Hiweib- 
stoffe direkt zu untersuchen. Um dennoch der Frage nach 
den Eigenschaften dieser Kiweibstoffe niher zu treten, wurden 
Hydrolysen des zuvor in oben beschriebener Weise extrahierten 
Materials vorgenommen, wobei zuerst eine schwache Hydrolyse 





1) Kleine Verluste von Sporenmaterial waren selbst bei gréBter 
Sorgfalt wihrend der vielmal wiederholten Extraktionen nicht zu ver- 
meiden. 
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mit 2°/,iger Schwefelsiure, dann eine starke Hydrolyse mit 
30 °/, iger Schwefelsiure angewendet wurde. Erstere mubte 
eine Nucleinbasenabspaltung aus der Nucleinséure der Sporen, 
sowie eine Lecithin- und Olabspaltung von den Lecitho- und 
Olproteiden bewirken. Bei letzterer muBte die vollige Auf- 
spaltung der HiweiBstoffe erfolgen, wobei hier und dort die 
diffusiblen Spaltungsprodukte nachgewiesen werden muBten. 


a) Schwache Hydrolyse. 


Das mit Ather, Alkohol und Wasser extrahierte Material 
von 69 g Gewicht wurde einer 2 stiindigen Hydrolyse mit 
2°/, iger Schwefelsiure im Paraffinbade ausgesetzt. Der un- 
geléste Teil wurde dann mehrmals mit Wasser ausgekocht. 
Die abfiltrierten, vereinigten und mit Baryt neutralisierten 
Fliissigkeiten wurden zum dicken Sirup eingedampft, wobei 
viel Phosphorsiure und Calcium in diesem nachgewiesen 
werden konnte. Nach Abtrennung der ausgefallenen an- 
organischen Salze wurden die Nucleinbasen nach schwachem 
Ansaiuern mit Silbernitrat ausgefallt. Es konnten jedoch nur 
Spuren derselben nachgewiesen werden. Durch das folgende 
Silberbarytverfahren wurden nur ganz kleine Mengen nicht 
mehr nachweisbare Substanzen erhalten. 

Das ausgewaschene und getrocknete Sporenmaterial wurde 
jetzt im Perkolator mit Ather erschépfend ausgezogen. Nach 
Verjagung des Athers hinterblieb ein sehr dunkel gefarbtes 
braunes Ol, in dem nach einiger Zeit sich eine krystallinische 
Haut bildete. Die gleiche Ausscheidung war auch am Boden. 
Die Gesamtmenge des Oles betrug 2,58 g oder 2,15°/, der 
Trockensubstanz der Sporen. 

Durch vorsichtige Atherbehandlung konnten die nicht sehr 
‘leicht in Ather léslichen Krystalle vom Ole zum gréBten Teile 
abgetrennt werden. Sie wurden unter Erwairmen in Alkohol 
gelést und durch tropfenweise zugefiigtes Wasser wieder aus- 
gefallt. Nach Wiederholung dieses Verfahrens und Trocknen 
im Vakuum schmolz die Substanz scharf bei 122,7—123°. Es 
war eine ausgesprochene Saure. 

In dem von Ather befreiten Ole schied sich wieder die- 











250 Alexander Kiesel, 


selbe Substanz ab und wurde abfiltriert. Leider war die 
Menge zur weiteren Untersuchung nicht geniigend groB. 

Das dunkle Ol erwies sich phosphorhaltig. 0,7114 g wurden 
verascht, ergaben jedoch eine durch Wagung nicht mehr gut 
bestimmbare Phosphorsiuremenge. 

Die Jodzahl des Oles betrug 39,4: 0,2665g banden 
0,1050 g Jod. 

Die Saurezahl konnte bei der dunklen Farbung des Ols 
nicht sehr genau bestimmt werden und betrug etwa 124: 
0,6074 g verbrauchten bei der Neutralisation gegen 13,4 ccm 
n/10-Kalilauge. Die dlige Substanz mute wohl zum Teil aus 
Oleinsire bestanden haben, der in gréBeren Mengen auch andere 
unbestimmte und ganz oder teilweise gesattigte Sauren bei- 
gemengt waren, sowie auch unverseiftes Ol einschlieBen. 

Ob man durch diesen Olnachweis auf die Anwesenheit von 
Lecitho- und Olproteiden in den Sporen schlieBen darf, kann 
wohl nicht behauptet werden. Es konnte doch O01 bei den 
vorhergehenden Extraktionen in den Sporen zuriickgeblieben 
sein, da, wie schon oben angegeben war, die Olextraktion sehr 
langsam und schwierig vor sich geht. Mit diesem Einwand 
ist tibrigens immer zu rechnen, wenn man den Nachweis der 
Lecitho- und Olproteiden in beschriebener Weise ausfihrt. 


b) Starke Hydrolyse. 


Die Hydrolyse wurde mit 400 ccm 30°/,iger Schwefel- 
siure vorgenommen, wobei das Gemisch 64 Stunden bei Zimmer- 
temperatur, dann 181/, Stunden im Paraffinbade bei schwachem 
Kochen gehalten wurde. Nach Verdiinnen mit Wasser wurde 
das Ungeliste abgetrennt, mit heiBem Wasser sorgfaltig aus- 
ausgewaschen und dann bei 110° getrocknet. Das Gewicht 
betrug 47,45 g oder 40,25°/, des Ausgangsmaterials. Somit 
waren 21,55 g durch die Hydrolysen in Lésung gegangen 
18,29 °/, des Ausgangsmaterials). 

Die Stickstoffbestimmung zeigte, daB 34,44°/, des anfaing- 
lichen Stickstoffgehaltes der Sporen ungelést geblieben waren: 
0,5669 g des ungelésten Riickstandes enthielten 0,0073 g N. 
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Die feste Bindung eines sd hohen Anteils des Stickstoffs er- 
scheint sehr bemerkenswert. 

Das iibrig gebliebene nicht aufgeléste Material (46,88 g) 
wurde zur gréBeren Gewibheit der stattgefundenen Eiweib- 
spaltung einer nochmaligen Hydrolyse unterworfen, wobei die 
Substanz zuerst mit 66 °/,iger Schwefelsiure 24 Stunden stehen 
gelassen, dann die Fliissigkeit durch Wasserzugabe auf den 
Gehalt der Siure von 33°/, gebracht und 12 Stunden im 
Paraffinbade gekocht wurde. Der ungeléste Riickstand wurde 
abfiltriert, siurefrei gewaschen, bei 110° getrocknet und ge- 
wogen. Das Gewicht betrug 45,60 g. Somit waren bei der 
wiederholten Hydrolyse nur 1,23 g in Liésung gegangen. Die 
neue Stickstoffbestimmung in 0,7200 g des Riickstandes ergab 
0,0089 g Stickstoff oder 1,23°/, N. Somit war der Stickstoff- 
verlust bei der wiederholten Hydrolyse nur sebr gering. Es 
schien zweifellos, da8 der Stickstoff jetzt nicht mehr als EKiweib- 
stickstoff vorlag, da doch das EKiwei8 sicher in seine Bausteine 
zerfallen sein muBte. DaB dies der Fall war, sieht man aus 


den Resultaten der Untersuchung der Hydrolysenlésung. Das 


zweite Hydrolysat wurde nicht mituntersucht. 

Bei der Abscheidung und Trennung der HiweiBabbau- 
produkte war es von vornherein nicht zu erwarten, daB dabei 
eine erschépfende Untersuchung derselben méglich wire. Dazu 
war die Menge der angewandten Sporen zu klein. Dennoch 
bieten die erhaltenen Resultate ein Interesse, besonders, da die 
Untersuchung von Fortpflanzungszellen der Pflanzen ein fast 
unbetastetes Gebiet vorstellt. Der Ausgangspunkt der Unter- 
suchung der Spaltungsprodukte war die Frage, ob in den 
Sporen nicht protamin- oder histonartige, stark basische Eiweib- 
stoffe enthalten sind, die durch die Spaltungsprodukte nach- 
zuweisen waren. | 

Die vor der Filtration verdiinnte Hydrolysenfliissigkeit 
samt Waschwasser wurden mit Baryt neutralisiert und das 
schwefelsaure Baryt mehrmals ausgekocht. Die Filtrate wurden 
dann eingeengt. Da in der Fliissigkeit noch viel Barium war, 
wurde letzteres vorsichtig, unter Vermeidung eines Uberschusses, 
mit verdiinnter Schwefelsiure ausgefallt. Beim Erkalten schied 
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sich neben schwefelsaurem Baryt noch eine wei8e krystalli- 
nische Substanz ab. Um diese abzutrennen, wurde der Barium- 
sulfatniederschlag sorgfaltig mit heiBem Wasser ausgewaschen, 
wobei die Substanz in Lésung ging: in heiBem Wasser waren 
die Krystalle ziemlich leicht léslich. Beim Einengen der sauren 
Hydrolysenfliissigkeit im Vakuum schieden sich weitere Mengen 
derselben Substanz ab. Im ganzen konnten 0,725 g Substanz 
zusammengebracht werden. 

Die Substanz erwies sich als eine starke Siure, die in 
Alkohol, Aceton, Ather und Hisessig leicht, in kaltem Wasser 
dagegen ziemlich schwer léslich war. Durch Schiitteln mit 
Ather lieB sich die Saiure quantitativ aus waBriger Losung 
ausziehen. Benzol und Toluol lésten die Saiure nicht merklich. 
Beim Erhitzen im Probierrohr sublimierte die Saure an- 
scheinend unzersetzt. 

Die Titration ergab 48,6°/, Carboxylgruppen. Bei zwei 
Carboxylgruppen ergibt das ein Mol-Gew. von 184. 

Der Schmelzpunkt in verschiedenen Fraktionen war 103 
bis 106°. Es wurden Barium, Silber und Kupfersalze erhalten. 
Das letzte bildete blaugriine, in Wasser fast unlésliche kleine 
Krystalle ohne Krystallwasser. 

Die Elementaranalyse wurde in mehreren,Fraktionen aus- 
gefiibrt: 

0,0540 g Substanz gaben 0,0441 g H,O oder 0,0049 g H u. 0,1180¢ 
CO, oder 0,0808 g C. 

0,0611 g Substanz gaben 0,0461 g H,O oder 0,0052 g Hu. 0,1296 g 
CO, oder 0,0358 g C. 


0,0552 g Substanz gaben 0,0439 g H,O oder 0,0049¢ H u. 0,1166¢ 
CO, oder 0,0818 g C. 


Gefunden Mittel Ber. fiir (CH,),(COOH), 
C 57,07 57,77 57,60 57,48 57,39 
H 9,08 8,46 8,89 8,81 8,59 
O 88,85 88,77 938,51 883,71. 84,01 


Das Molekulargewicht, die Kupferbestimmung im Kupfer- 
salz, der Schmelzpunkt und die Resultate der Elementaranalyse, 
sowie das Aussehen der Substanz l48t keinen Zweifel nach, 
daB die Substanz Azelainsiiure war. 

Wenn man'sich der Frage zuwendet, ob die Azelainsaure 
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in den Sporen vorgebildet war, muB man das entschieden ver- 
neinen. Bei der guten Lislichkeit in Alkohol und Ather muBte 
sie dann durch diese Lésungsmittel entfernt gewesen sein. Sie 
trat jedoch nur nach starker Saurehydrolyse hervor. Hs ist 
schon lingst bekannt, daB Azelainsiure bei Oxydation von 
Ricinusél und beim Ranzigwerden der Fette und Olsaure ent- 
steht. Zugleich wird auch angegeben’), daB sie bei Oxydation 
von Hornspanen gebildet wird. 

Das Auftreten der Azelainsiure trifft in unserem Falle 
mit der Eiweifspaltung in den Sporenzellen zusammen. Ob 
aber dieses in Zusammenhang gesetzt werden kann, mu8 noch 
in Frage gestellt werden. Die Azelainsiure kénnte vielleicht 
auch aus dem selbst beim Erwirmen mit schwacher Saure 
nicht losgelésten Ole oder Lecithinen der Ol- und Lecitho- 
proteiden stammen. Jedenfalls bildet ihr Auftreten bei energischer 
Saurehydrolyse, die ja auch von einer gewissen Oxydation be- 
gleitet werden kann, eine sehr bemerkenswerte T'atsache, die 
einstweilen noch keine sichere Erklirung finden kann. Beide 
Falle der méglichen Abstammung der Azelainsiure, sowie aus 
KiweiB, als auch aus dem so energisch zuriickgehaltenen Fette 
oder Lecithinen, bieten hohes Interesse. Somit ist hier ent- 
weder ein Fall der Bildung stickstofffreier, ziemlich hoch- 
-molekularer Siuren bei EiweiSspaltung?), oder ein Fall der 
ganz unerwartet festen Bindung von Fett oder Lecithin an 
EiweiB nachgewiesen. 

Die durch Auskrystallisieren der Azelainsiure von dieser 
moglichst befreite Lésung*) wurde bei schwach schwefelsaurer 
Reaktion mit Silbersulfat versetzt. Der geringe Silbernieder- 
schlag der Purinbasen wurde in iiblicher Weise verarbeitet. 





*) Lissizin, Diese Zs. Bd. 62, S. 226 (1909). Neuerdings wurde 
das Auftreten von Azelainsiure bei Spaltung des Ginsefederkeratins 
von Zelinsky und Ssadikow angegeben, Biochem. Zs. Bd. 147, 8S. 30 
(1924). 

2) Vgl. Zelinsky u. Ssadikow, a. a. O. 

8) Leider wurde keine die Azelainsiure entfernende Atherextraktion 
vorgenommen, da die Substanz erst spiiter als Azelainsiure identifiziert 
wurde. ) 
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Es konnten nur Spuren von Purinbasen nachgewiesen werden, 
und zwar Hypoxanthin oder Xanthin. Aus diesen und den 
friiheren Befunden mu8 angenommen werden, daB die Nuclein- 
siure in Sporen in nur kleiner Menge anwesend war. 

Weiter wurde die Fraktionierung nach dem Silberbaryt- 
verfahren yvorgenommen. Das Histidin war nur in Spuren 
nachzuweisen durch F'arbenreaktion mit Diazobenzolsulfonsaure. 
Die Anwesenheit von Pyrimidinbasen konnte nicht festgestellt 
werden. Arginin wurde auch nicht aufgefunden. 

Das von Silber und Baryt befreite Filtrat von den Silber- 
niederschlagen hatte ausgesprochen alkalische Reaktion, welche 
hauptsachlich durch Ammoniak verursacht wurde. Das Ammo- 
niak wurde vertrieben und die schwach alkalische Lisung bis 
zur diinnen Sirupkonsistenz eingeengt, wobei nach einigem 
Stehen kleine sphiritische Krystallaggregate und dann eine 
typische Aminosiurenhaut sich bildeten. Alkoholzusatz rief 
erneutes Ausscheiden von Aminosauren hervor. 

Durch Umkrystallisieren konnten die Sphirite im Gewichte 
von 0,1 g und in fast ganz reinem Zustande abgetrennt werden. 
Es lag Tyrosin vor, wie durch die Eigenschaften und die 
charakteristischen Reaktionen festgestellt wurde. Die nach- 
folgenden Krystallisationen enthielten nachweislich kein Tyro- 
sin mehr. 

Die mit dem Tyrosin zuerst abgetrennte Aminosdurehaut 
bestand aus fast reinem Leucin. Nach Umkrystallisieren 
resultierten glinzende Krystallplattchen, die ganz die Kigen- 
schaften des Leucins hatten. Die sichere Identifikation ge- 
schah in Form des Kupfersalzes. i : 

0,0502 g lufttrockenen Kupfersalzes ergaben nach Trocknen 
bei 130° 0,0498 g Trockensubstanz und 0,0120 g CuO, d. h. 
0,0096 g oder 19,28°/, Kupfer statt der theoretischen 19,63 °/,. 

0,0136 g trockenen Kupfersalzes gaben nach van Slyke 
bei 754 mm und 22° 2,15 ccm Stickstoff, also 1,2018 mg oder 
8,84°/, Aminostickstoff statt 8,67 °/,. 

Auch die nachst ausgeschiedenen Aminosiurenhiute be- 
standen zum gréBten Teile aus Leucin, welches in Form des 
Kupfersalzes von anderen Aminosiuren abgetrennt wurde. 
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0,0401 g Substanz gaben 0,0094 g CuO, gleich 0,0075 g oder 
18,72 °/, Cu. 

0,0394 g Substanz gaben 0,0093 g CuO, gleich 0,0074 g oder 
18,85 %/, Cu. 


Die Aminostickstoffbestimmung in 0,0145 g Kupfersalz 
gab bei 750 mm und 27° 2,45 ccm N, d.h. 1,83267 mg oder 
9,15 °/, Aminostickstoff. Es muBte etwas verunreinigtes Leucin 
vorgelegen haben. Im ganzen konnten etwa 0,2 g Leucin ab- 
getrennt werden. 

Da die anderen Aminosauren frei und in Form von Kupfer- 
salzen ziemlich léslich waren, wurde vor dem weiteren Aus- 
krystallisieren derselben eine Phosphorwolframsiaurefallung nach 
Ansiuern vorgenommen. 

Die Menge der durch Phosphorwolframsiure gefallten 
basischen Stoffe war sehr gering und es gelang nicht, bestimm- 
bare individuelle Substanzmengen zu fassen. 

Im Filtrate der Fallung wurde die Phosphorwolframsiure 
und Schwefelsaure entfernt. Nach Einengen wurde die Lisung 
mit Kupferoxydhydrat gekocht, wobei eine tiefblaue Lésung 
resultierte, die erst beim Einengen und einigem Stehen eine 
krystallinische Ausscheidung an der Oberfliche und Boden 
bildete, die das Gewicht von 0,0849 g hatte. Bei 130° verlor 
das Salz 0,0010 g oder 1,18°/, Wasser. Der Kupfergehalt 
betrug 0,0204 g oder 24,31°/, Cu. Es muBte ein Gemisch 
von Aminovaleriansiure und Alanin vorgelegen haben, da ja 
die Kupfersalze dieser Aminosaiuren sich dfters zusammen aus- 
scheiden. 

- Weiterhin blieb ein in Wasser leicht lésliches Gemisch 
von Kupfersalzen nach, welches ohne zu krystallisieren zum 
blaugriinen Sirup erstarrte. 

Da bei der Extraktion einer Probe der trockenen Kupfer- 
salze mit Alkohol eine tiefblaue Lisung erhalten wurde, mubte 
1-Prolin anwesend sein. Dieses wurde durch positive Pyrrol- 
reaktion bestitigt. : 

Die Hauptmenge des Aminosiurengemisches wurde von 
Kupfer befreit, zur Trockne gebracht und mit absolutem Alkohol 
extrahiert. Die alkoholische Lésung wurde abgedampft, bei 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie, CIL. 17 
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110° getrocknet und wieder mit absolutem Alkohol verrieben. 
Im Riickstande verblieb jetzt Aminovaleriansiure, die als 
krystallinisches Kupfersalz abgeschieden wurde: 0,0462 g Kupfer- 
salz enthielten 0,0101 g oder 21,27 °/, Cu statt 21,49°/,. Die 
alkoholische Lésung enthielt Prolin und etwas Azelainsiure. 

Der in Alkohol unlésliche Riickstand des Aminosduren- 
gemisches wurde in wenig Wasser gelist, die Lisung mit frisch 
gefalltem Silberoxyd erwirmt, filtriert und das Filtrat zur 
Trennung der Aminomono- von den Aminodicarbonsauren mit 
Alkohol versetzt.1) Der weiBe breiige Silbersalzniederschlag 
muBte die Dicarbonsiuren einschlieBen. 

Der Niederschlag wurde von Silber befreit und die darin 
enthaltenen Aminosaiuren in die Kupfersalze ibergefiihrt, wobei 
jedoch keine Krystallisation derselben zu erhalten war. Die 
orientierende Kupferbestimmung in den mit Alkohol ausgefallten 
Kupfersalzen, denen, wie spaiter nachgewiesen wurde, Spuren 
anorganischer Salze beigemengt waren, ergab nach Veraschung 
einen Riickstand, der, auf Kupfer berechnet, 38,61 °/, der Sub- 
stanz ausmachte: 0,2186 ¢ Substanz ergaben 0,1057 g Riick- 
stand (CuQ), gleich 0,0844 g¢ Cu. Dieser hohe, aber nicht 
genaue Kupfergehalt konnte auf die Anwesenheit von Amino- 
dicarbonsiuren hinweisen. 

Die durch Alkohol nicht gefallten Silbersalze wurden von 
Silber befreit, die Lésung zur Trockne gebracht und mit heiBem 
Alkohol aufgenommen. 

Der in Alkohol unlésliche Teil der Aminosiuren wurde 
in die Kupfersalze iibergefiihrt. Da keine Krystallisation ein- 
trat und die Menge sehr gering war, wurde der tiefblaue, nach 
Abdampfen erhaltene Sirup bei 130° getrocknet und zur Kupfer- 
bestimmung verwendet. 0,0923 g enthielten 0,0255 g oder 
27,63 °/, Cu. Es muBSte wohl nicht ganz reines Alaninkupfer- 
salz vorgelegen haben (theor. 26,51 °/,) oder auch ein Gemenge 
sein, in dem, was aber doch schwer anzunehmen war, Dicarbon- 
siuren vorhanden waren. | 

Aus der alkoholischen Lisung konnte eine kleine Menge 





1) A. Kiesel, Diese Zs. Bd. 185, 8. 74 (1924). 
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krystallinischen Kupfersalzes mit 22,27°/, Cu erhalten werden: 
0,0449 g getrockneter Substanz enthielten 0,0100 g Kupfer. 
Es konnte unreines, aminovaleriansaures Kupfer sein. Weiter- 
hin wurde nur ein tiefblauer Sirup erhalteny der, nach Trocknen 
bei 130°, 19,96 °/, Kupfergehalt aufwies: 0,2389 g gaben 
0,0477 g Cu. Es konnte vielleicht Prolinkupfersalz gewesen 
sein (theor. 19,36°/, Cu), welches bei der Alkoholextraktion 
des Aminosiurengemisches nicht in Lésung. gegangen war. 

Bei einem Histon- oder Protamingehalt der Farnsporen 
muBte bei der Untersuchung der Hydrolysenfliissigkeit eine gut 
nachweisbare Menge von basischen Spaltungsprodukten auf- 
gefunden worden sein, da es ja doch gelang, eine Reihe 
methodisch viel schwerer nachweisbarer und trennbarer Mon- 
aminosiuren abzuscheiden. Der Nachweis der basischen Pro- 
dukte der KiweiBspaltung gelang aber nicht. Die Erwartung 
war demnach getéuscht und man wird auf die Abwesenheit 
oder einen nur sehr geringen Gehalt an basischen EKiweiBstoffen 
in den Farnsporen schlieBen miissen. ) 


VI. Untersuchung der Restsubstanz der Sporen. 


Zuletzt wurde noch oberflaichlich der nach den Hydro- 
lysen zuriickgebliebene Rest der Sporen untersucht. 

2,2348 g dieses Restes wurden im Wasserbade mit 100 ccm 
2°/,iger Natronlauge 6 Stunden erwirmt, das Ungeléste ab- 
filtriert, ausgewaschen und gewogen. Das Gewicht betrug 
0,8717 g. Somit waren 15,26°/, anfanglicher Sporensubstanz 
ungelést geblieben. Die Lauge hatte 23,88°/, anfanglicher 
Sporensubstanz in Lésung gebracht. Es war nicht zu be- 
zweifeln, daB die alkalische Lésung neben unveranderten auch 
stark verinderte Substanzen entnalten muBte. 

Der in der Lauge ungeléste Teil der Sporen enthielt in 
0,8173 g noch 0,0124 g Stickstoff. Auf anfaingliche Sporen- 
substanz berechnet sich der Reststickstoff auf 0,21°/,. Vom 
Gesamtstickstoff der Sporen blieben noch 13,9°/, unaufgelést. 

Die dunkelbraune alkalische Lésung gab beim Ansi&uern 
einen dunkelbraunen flockigen Niederschlag und eine hellgelbe 
klare Lisung, die ganz geringe Mengen eines hydrolysierbaren 
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Polysaccharids und 0,0042 g Stickstoff enthielt. Der braune 
Niederschlag muBte stickstoffhaltig sein. Der erste Kindruck, 
man hatte es hier mit Huminstoffen zu tun, erwies sich irrig, 
da die Substanz, nachdem sie mit Wasser ausgewaschen wurde 
und dann mit Alkohol ausgewaschen werden sollte, in letzterem 
zerfloB und augenscheinlich eine kolloidale Lésung gab. Es 
konnte mdglich sein, daB diese Substanz in einer gewissen 
Bindung schon in den unangegriffenen Sporen vorgebildet war. 
Die Untersuchung der Substanz soll in nachster Zeit eingeleitet 
werden. 














Uber den Chemismus der Totenstarre. 
Von 


Hans-Joachim Deuticke. 
Mit 6 Figuren im Text. 


Einige der im folgenden mitgeteilten Ergebnisse wurden auf der 9. Tagung 
der Deutschen Physiologischen Gesellschaft in Rostock 1925 vorgetragen. 


(Aus dem Institut fir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt.) 





(Der Redaktion zugegangen am 8. August 1925.) 


Einleitung. 

Schon seit langem ist bekannt, daB im absterbenden 
Muskel eine Saurebildung erfolgt, und eine Reihe von Beob- 
achtungen aus dlterer und neuerer Zeit spricht dafiir, daB 
durch diese Saurebildung die Erscheinung der Totenstarre 
verursacht wird; denn alle Vorginge, die zu einer verstirkten 
Saurebildung im Muskel fiihren, beschleunigen den Lintritt 
der Totenstarre, und umgekehrt gelingt es bei Hintanhaltung 
der Saurebildung, etwa durch Unterkithlung, den Starreeintritt 
zu verzOgern. 

Durch die eingehende Untersuchung von Fletcher und 
Hopkins’) ist gezeigt worden, daB die Saurebildung im ab- 
sterbenden Muskel durch die Milchsaiure bedingt ist; und die 
Anschauung, daB diese Saéure die Totenstarre verursacht, 
wurde durch Untersuchungen einerseits von Fletcher”), 
andrerseits von Winterstein*) belegt, aus denen hervorging, 
daB bei gentigender Sauerstoffversorgung ein Muskel ohne die 





1) W. M. Fletcher u. F.G. Hopkins, Journ. of. Phys. Bd. 35, 
S. 247 (1907). 

*) W. M. Fletcher, Journ. of Phys. Bd. 28, 8. 474 (1902). 

5) H. Winterstein, Pfliigers Arch. Bd. 120, 8. 225 (1907). 
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Erscheinung der Totenstarre abstirbt. Unter dem Einfiu8 des 
Sauerstoffes kommt es bekanntlich zu einem Verschwinden von 
Milchséure'), und wenn unter Bedingungen, bei denen das 
Auftreten gréBerer Milchsiuremengen verhindert wird, die 
Totenstarre ausbleibt, so liegt es nahe, der Milchsiure die 
Bedeutung der unmittelbar starreerregenden Substanz beizu- 
messen. Fir diese Anschauung sprachen auch weitere Versuche 
von Winterstein’), in denen die Milchsdure nicht oxydativ, 
sondern — unter Kinhaltung anaerober Bedingungen — durch 
Ableiten in Kochsalz- oder Ringerlésung entfernt wurde. Da 
auch solche Muskeln keine Absterbeverkiirzung zeigten, kommt 
Winterstein**) zu dem SchluB, daB ,,die Totenstarre zweifel- 
los lediglich durch die Ansammlung von Milchsiure verur- 
sacht ist.“ : 

Diese Milchséureansammlung fiihrt nach der von Firth‘) 
auf Grund zahlreicher Arbeiten entwickelten Anschauung zu 
einer Séiurequellung der Muskelkolloide, die die Form- und 
Konsistenzverinderung des totenstarren Muskels bedingen, eine 
Anschauung, die neuerlich von H. H. Weber‘) wieder bestitigt 
werden konnte, 

Es ist seit Nysten, der die Totenstarre als die letzte 
Kontraktion des absterbenden Muskels bezeichnete, immer 
wieder der Gedanke geiuBert worden, daB die Verinderungen, 
die der Muskel bei der Totenstarre erfahrt, mit denen bei der 
Kontraktion zu vergleichen sind. Als beiden gemeinsam sei 
vor allem auf die rein Auferliche Erscheinung der Verkirzung, 
Verdickung und auch Verhartung hingewiesen, auf die als ur- 
sichliches Moment angesehene Milchsiurebildung und vielleicht 
auch auf die Exothermie beider Vorgange. Es dringt sich 





1) W. M. Fletcher u. F. G. Hopkins, Journ. of. Phys. Bd. 35, 
S, 247 (1907). — F. G. Hopkins, Bull. John Hopkins hosp. Bd. 82, 
S. 859 (1921). — O. Meyerhof, Pfliigers Arch. Bd. 188, S. 114 (1921). 

*) H. Winterstein, Pfligers Arch. Bd. 191, 8. 184 (1921). 

*) H. Winterstein, Pfliigers Arch. Bd. 191, S. 185 (1921). 

‘) H. Winterstein, Dt. Zs. f. d. ges. ger. Medizin Bd. 2, S. 1 (1923). 

5) von Firth, Ergebnisse d. Physiol. Bd. 17, S. 363 (1919); Hand- 
buch d. Biochem. vy. Oppenheimer, 2. Aufl. Bd. 4, S. 297, 850 (1925). 

*) H. H. Weber, Pfliigers Arch. Bd. 187, S. 165 (1921). 
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nunmehr die Frage auf, ob die von Embden}?) in letzter Zeit 
gemachten Beobachtungen tiber die Bedeutung der Phosphor- 
siure neben der Milchséiure bei der Muskelkontraktion auch 
fir die Totenstarre gelten. Denn nachdem die grundsitzliche 
Bedeutung der Phosphorsiure fiir die Muskeltitigkeit sicher- 
gestellt war und ebenso die Natur der Muttersubstanz der 
anorganischen Phosphorsiure, des Lactacidogens, als einer 
hexosephosphorsiureartigen Verbindung, konnte neuerlich auf 
Grund weiterer Beobachtungen die Bedeutung beider Sauren, 
der Phosphorsiure und der Milchsiure, fiir die Muskelkontrak- 
tion dahin zusammengefa8t werden, da8 die Phosphorsaure- 
bildung fiir den Vorgang der raschen Kontraktion, die Milch- 
siurebildung dagegen fiir den Kontraktionszustand, zum Bei- 
spiel fir die Unterhaltung eines Tetanus, bedeutungsvoll ist. 


I. Der Einflu8 der Saurebildung anf die Erscheinung 
der Totenstarre. 


A. Das Verhalten der Phosphorsiiure bei der Totenstarre. 


In einer Anzahl zunichst mitzuteilender Versuche wurde 
vorerst allein das Verhalten der Phosphorsiure bei der Toten- 
starre untersucht, Versuche, wie sie bereits von Takajanagi 
im hiesigen Institut begonnen sind. Es galt festzustellen, ob 
wahrend der Totenstarre eine Vermehrung der anorganischen 
Phosphorsiure eintritt und ferner, in welchen Zeitpunkt der 
Starre dieser Vorgang fallt. Es war méglich, daB gréfere 
Mengen Phosphorsiure ganz allmahlich entstehen, und dab 
erst nach Uberschreiten einer bestimmten Grenze die Starre- 
verkiirzung beginnt, oder daB andererseits die Phosphorsdure- 
bildung in einem scharfer zu fassenden Augenblick, etwa 
explosionsartig, erfolgt, und daB somit der Starreeintritt als 
unmittelbar durch Saiurebildung verursacht angesehen werden 
konnte. 





1) G. Embden u. Mitarbeiter, Biochem. Zs. Bd. 45, S. 45 (1912); 
Biochem. Zs. Bd. 127, S. 181 (1921); Diese Zs. Bd. 98, S. 1—144 (1914): 
Bd. 98, §. 181 (1917); Bd. 118, S. 1—301 (1917); Bd. 141, §. 225 (1924); 
Klin. Wochenschr. 3. Jahrg. Nr. 31, 8. 1893 (1924). 
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Methodik. 


Ausgefihrt wurden diese Untersuchungen im Sommer 
1924 ausschlieBlich an Froschmuskeln. Verwendet wurden 
M. gastrocnemius und seltener M. semimembranosus von Rana 
temporaria und Rana esculenta. Nach der Dekapitation des 
Tieres und Praparation des Muskelpaares wurde der eine 
(A-Muskel) sofort auf eisgekiihlter Platte mit der Schere miég- 
lichst fein zerkleinert und, nach Entnahme eines Teiles fir ein 
oder meist zwei Trockensubstanzbestimmungen, in ein Wiege- 
glischen versenkt, das mit Salzséure beschickt war, um den 
fermentativen Lactacidogenwechsel sofort zu unterbrechen. 
Die Eiweibfallung nach Schenck und Aufarbeitung des Fil- 
trates auf Phosphorsiure erfolgte nach der friiher beschriebenen 
Weise.) Der zweite Muskel (B-Muskel) wurde unmittelbar 
nach der Praparation an Platinelektroden, deren eine mit 
einem Schreibhebel verbunden war, befestigt und unbelastet in 
ein KopyloffgefiB*) versenkt. Wasserdurchleitung durch den 
Kihlmantel ermiéglichte es, bei verschiedener Versuchs- 
temperatur zu arbeiten, andererseits waihrend der teilweise 
recht lange dauernden Versuche die Temperatur ziemlich 
konstant zu halten. Das GefaiB selbst war als feuchte Kammer 
hergerichtet, indem 2 ccm isotonischer Froschringerlésung 
den Boden bedeckten und ein dauernd feucht gehaltenes 
Filterhtitchen den Raum nach oben abschloB. 


Um den Eintritt der Totenstarre zu beschleunigen er- 
folgte in der Mehrzahl der Versuche einmalige oder mehr- 
malige tetanische Reizung. DaB ein einmaliger tetanischer 
Reiz nur zu einer rasch voriibergehenden Phosphorsidure- 
abspaltung fiihrt, ist von Embden und Lawaczeck’) zuerst 
gezeigt und seitdem vielfach bestitigt worden. In neuerer Zeit 
haben zwar Embden und Hentschel in noch unverdffent- 





1) A. C. Wechselmann, Diese Zs. Bd. 118, S. 146 (1921). 

2) G. Kopyloff, Pfligers Arch. Bd. 158, S. 222 (1918). 

5) G. Emden u. H. Lawaczeck, Biochem. Zs. Bd. 127, 8. 181 
(1921). 
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lichten Untersuchungen gefunden, daB wiederholte tetanische 
Reizung zu einer Phosphorsiurevermehrung fihren kann, 
jedoch erst nach sehr viel linger dauernder Reizung, als sie 
in diesen Versuchen erfolgte. Zudem zeigten Muskeln, bei 
denen jede Reizung unterblieb, in ihrem chemischen Verhalten 
nach Hintritt der Totenstarre kein von den iibrigen abweichendes 
Verhalten. 

Als Zeichen der Totenstarre galten die Verkiirzung des 
Muskels, sichtbar an der Stellung des Hebelarmes, sein blaB 
opakes Aussehen und seine teigige Beschaffenheit. Voraus- 
setzung war Unerregbarkeit selbst auf starksten elektrischen 
Reiz. Als Priifungsreiz traf nur ein Induktionsschlag jeweils 
in mehrstiindigem Abstand den Muskel. In einigen Versuchen 
wurde selbst davon Abstand genommen, und es wurden nur 
die iibrigen Merkmale zur Beurteilung der Starre herangezogen. 
Als Starrebeginn wurde der Zeitpunkt bezeichnet, in dem 
sich der Hebelarm deutlich aus der horizontalen Stellung 
erhob. 

Die Unterbrechung des Versuches geschah zu ganz ver- 
schiedenen Zeiten nach Starrebeginn. Die Zerkleinerung und 
Aufarbeitung erfolgte wie oben beschrieben. In den langer 
dauernden Versuchen wurde jedoch der Muskel im oberen 
Teile des salzsiurebeschickten Wiegeglischens selbst zerkleinert 
unter gleichzeitiger Verwendung der in den Kopyloff- 
gefaBen befindlichen Bodenflissigkeit zur Analyse, um die 
auBen dem Muskel anhaftende und bisweilen sogar zur Tropfen- 
bildung fihrende F'lissigkeitsmenge nicht zu verlieren. In 
diesen Versuchen erfolgte natiirlich auch die Zerkleinerung 
des A-Muskels im Wiegeglischen. Die Analysenzahlen des 
B-Muskels wurden auf den Trockensubstanzgehalt des A-Muskels 
umgerechnet, da der rechte und linke Muskel desselben Tieres 
zu Versuchsbeginn stets gleiche Phosphorsaurewerte und gleichen 
Trockensubstanzgehalt aufweisen. In einer Reihe von Ver- 
suchen wurde die Gewichtsabnahme des B-Muskels wahrend 
des Versuches durch vorherige und nachherige Wagung er- 
mittelt und danach der Phosphorsaéurewert auf das urspriing- 
liche Gewicht umgerechnet. 
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Versuchsergebnisse. 


1. Aufbewahrung der Muskeln in Luft. 

Die zunachst mitgeteilten Ergebnisse wurden an Gastro- 
cnemien gewonnen, die in den KopyloffgeriBen ohne irgend- 
welche Gasdurchleitung verblieben. Dabei muBSte zuerst fest- 
gestellt werden, in welchem Umfange und ob iiberhaupt im 
isolierten Froschmuskel, unabhingig von einer Reizung oder 
sonstigen Kinwirkung, anorganische Phosphorsaéure abgespalten 
wird. Da der Ruhestoffwechsel des Muskels durch Abbau von 
Kohlenhydrat zu Milchsiiure — sicher unter intermediirem Auf- 
treten von Lactacidogen — erfolgt, war es médglich, daB hier- 
bei auch Phosphorsiure frei wird. 

In Tab. 1 sind unter Versuchsnummer 1—6- die Ergeb- 
nisse solcher Versuche mitgeteilt, die bis zu 16 Stunden aus- 
gedehnt wurden, ohne da8 Totenstarre eintrat. Spalte 5 gibt 
die Trockensubstanz- und Phosphorsiurewerte der sofort ver- 
arbeiteten Muskeln, Spalte 6 die der zum Versuch verwen- 
deten Muskeln wieder. Die Phosphorsiurewerte der letzteren 
sind bereits umgerechnet, also beide Reihen direkt miteinander 
zu vergleichen. Dabei zeigt sich, daB in allen Versuchen 
dieser Art eine Phosphorsiureabspaltung erfolgt ist, deren pro- 
zentische GréBe, auf den Anfangswert berechnet, in Kolonne 7 
wiedergegeben ist. Zu bemerken ist noch, daB in Versuch 1—5 
keinerlei Reizung erfolgte, wihrend in Versuch 6 der Muskel 
1/, Stunde nach Versuchsbeginn 1 Minute tetanisch gereizt und 
2 Stunden spiter verarbeitet wurde. Dieses Verhalten der 
Phosphorséure macht es wahrscheinlich, daB auch die Milch- 
siure im isolierten ruhenden Muskel unmittelbar aus dem 
Lactacidogen entsteht. Wahrend nun im ganz lebensfrischen 
Muskel die freiwerdende Phosphorséure sofort wieder zum 
Lactacidogenaufbau verwendet wird (vg. Embden und 
Lawaczeck}), ist offenbar diese Fahigkeit des Muskels mit 
zunehmender ,,Alterung“, entsprechend den Befunden von 
Abraham und Kahn?) am zerkleinerten Muskel, vermindert. 





1) G. Embden u. H. Lawaczeck, Biochem. Zs. Bd. 127, §. 181 
(1921). 
4) A. Abraham u. P. Kahn, Diese Zs, Bd. 141, 8, 161 (1924). 
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Die Ergebnisse einiger bis zur Starre des Muskels aus- 
gedehnten Versuche sind unter Versuchsnummer 7—11 wieder- 
gegeben. Der Starreeintritt ist, wie aus Spalte 4a ersichtlich, 
in hohem Ma8e von der Vorbehandlung abhingig. Unterblieb 
jegliche Reizung, auch jeder Priifungsreiz, so konnte erst nach 
42 und 72 Stunden einwandfrei Starreverkiirzung festgestellt 
werden (Versuch 10 und 11), erfolgte hingegen  tetanische 
Reizung, so trat sie bereits nach 121/,—14 Stunden ein. Die 
Zeit vom Starrebeginn bis zur Unterbrechung betrug 4 bis 
40 Stunden. Vergleicht man nun die Zunahme von anorga- 
nischer Phosphorsiure in diesen Starremuskeln mit der in Ver- 
such 1—6 beobachteten, so ist sie mit 17—60°/, erheblich 
gréBer als im nicht starren Muskel. Besonders gilt dieses bei 
Vergleich der Versuche 7 und 8 mit Versuch 4, bei denen die 
gesamte Versuchszeit bis zur chemischen Verarbeitung der 
Muskeln nur um '/, Stunde differierte. Die im Versuch 11 
nach 40 Stunden Starre eingetretene iiberaus starke Phosphor- 
saurevermehrung von 60°/, kénnte, da es sich um einen Muskel 
in Starrelésung handelte, nicht nur durch Zerfall des Lacta- 
cidogens, sondern méglicherweise auch durch Zerfall anderer 
phosphorsaurehaltiger organischer Verbindungen verursacht sein. 


2. Aufbewahrung der Muskeln in Wasserstoff- 
und Kohlensiureatmosphire. 


Eine zweite Reihe von Versuchen wurde unter streng 
anaeroben Bedingungen vorgenommen, um zu zeigen, daB auch 
ein friiherer Starreeintritt mit einer beschleunigten Phosphor- 
saurebildung einhergeht. Anaerobiose an sich hindert nicht 
den Wiederaufbau von Hexosediphosphorsiure. Denn bei 
Untersuchungen iiber den KinfluB von Jonen auf den fermen- 
tativen Lactacidogenwechsel ') hatte sich gezeigt, daB man 
auch unter anaeroben Bedingungen im Muskelbrei durch Zu- 
satz geeigneter Ionen anorganische Phosphorsiure zum Ver- 
schwinden bringen, d. h. Lactacidogensynthese erzielen kann. 





1) G. Embden u, E. Lehnartz, Diese Zs. Bd, 184, §. 243 (1924), 
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Infolgedessen brauchte im intakten Muskel unter anaeroben 
Bedingungen bei frihzeitigem Eintritt der Totenstarre noch 
keine betraichtliche Vermehrung der Phosphorsaiure eingetreten 
zu sein, mit anderen Worten, wenn die Phosphorsiurevermehrung 
allein durch die Zeit des Aufhingens und nicht durch den 
Zustand des Muskels bedingt war, muBte die Gleichgewichts- 
lage des Lactacidogenwechsels bei frihzeitigem Eintritt der 
Totenstarre noch nach der Seite der Synthese bestehen 
bleiben. : 

Ein Teil dieser Versuche erfolgte in Wasserstoffanaerobiose 
durch Einleiten von sorgfaltig gewaschenem Wasserstoff in die 
Bodenfliissigkeit des KopyloffgefaBes. 

Das Ergebnis ist in Tab. 2 mitgeteilt, und die Versuche, 
die an mdglichst gleichartigen Tieren desselben Fanges aus- 
gefiihrt wurden, sind besonders als zusammengehdrig ge- 
kennzeichnet. EHinige Versuche, die bereits vor Starrebeginn 
unterbrochen wurden (Versuch Nr. 12—15), zeigen, daB, wie 
bei Aufenthalt in Luft, auch unter streng anaeroben Be- 
dingungen eine Zunahme von Phosphorsiure im Muskel be- 
reits vor Starreeintritt erfolgt. Vergleicht man jedoch diese 
Zunahme mit der am totenstarren Muskel beobachteten (Ver- 
such Nr. 16—21), so ist in den letzteren die Posphorsiure- 
abspaltung ungleich gréBer. Selbst eine Zunahme um 8 °/, 
im nicht starren Muskel wie im Versuch Nr. 13, bei dem es 
sich um ein stark erwarmtes Tier handelte, dessen Lactacidogen- 
stoffwechsel bekanntlich besonders labil ist, bleibt betrachtlich 
hinter den Starrewerten zuriick. Besonders beweisend ist in 
dieser Hinsicht auch ein Vergleich der Versuche 15 und 16, 
die an Tieren vom gleichen Fang durchgefiihrt wurden; in 
beiden war die Versuchszeit die gleiche, und trotzdem ergab 
sich eine Differenz um 13°/, zugunsten des totenstarren 
Muskels. 

Kine Reihe weiterer Versuche wurde in Kohlensdure- 
atmosphire angestellt. Dabei zeigte sich sehr bald ein wesent- 
licher Unterschied im Verhalten dieser Muskeln gegentiber den 
in Wasserstoff aufbewahrten. Wiahrend die letzteren weniger 
milchig getriibt, sondern mehr blaB glasig aussehen, sind solche 
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in Kohlenséure aufbewahrten Muskeln deutlich getriibt, wenig 
durchsichtig, und erscheinen. bisweilen wie gekocht. Es ist 
daher vielleicht nicht: .ganz .ausgeschlossen, daB auBer dem 
Sauerstoffentzug, der Erstickung des Muskels, noch besonders 
der Kohlenséiure und vermutlich dem Kohlensiureanion eine 
ganz besondere Wirkung auf. die -Beschaffenheit der Muskel- 
kolloide und damit, wie spiter erértert wird, auf den Eintritt 
der Totenstarre zukommt. 


Von den in Tab. 3 wiedergegebenen Versuchen sind die- 
jenigen, die vor Hintritt der Starre unterbrochen wurden, zum 
Teil wiederum vorangestellt (Versuch 22—25) und bestiitigen 
das in Luft und Wasserstoffanaerobiose gefundene Ergebnis. 
Die Abnahme in Versuch 22 liegt wohl innerhalb der Fehler- 
grenze der Bestimmung, jedoch méchte ich nicht unerwahnt 
lassen, da auch in einer Reihe weiterer Versuche Muskeln 
nach kurzem Aufenthalt in Kohlensiure mehrfach eine ge- 
ringe Phosphorsiureabnahme zeigten. Ob es sich auch hier 
wieder um eine besondere, in einer gewissen Phase die Lacta- 
cidogensynthese begiinstigende Wirkung des Kohlens&ureanions 
handelt, mag vorerst unentschieden bleiben. Die ibrigen 
Versuche sind hier ebenfalls in Gruppen wiedergegeben und 
bestitigen durchaus das in den bisher besprochenen Ver- 
suchen am totenstarren Muskel beobachtete Verhalten der 
Phosphorsaure. 


Wir finden also als bisheriges Ergebnis im totenstarren 
Muskel stets eine Zunahme der anorganischen Phosphorsiure. 
Es ist aber nicht médglich, durch Vergleich der absoluten 
Phosphorsiurezunahme in den einzelnen Versuchen bestimmte 
GesetzmaBigkeiten abzuleiten, da die Tiere groBe individuelle 
Schwankungen aufweisen. Jedoch diirfte auf Grund dieser 
Befunde eine plétzliche starke Phosphorsiurezunahme den 
Starreeintritt nicht bedingen, vielmehr scheint eine stetig zu- 
nehmende Phosphorsiurebildung im Muskel zu erfolgen und 
inwieweit diese neben der nunmehr zu besprechenden Milch- 
siurebildung fir die Starreauslésung von Bedeutung ist, soll 
an spiterer Stelle besprochen werden. 
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B. Das Verhalten der Milchsiiure und Phosphorsiure 
bei der Totenstarre. 


Bei der Untersuchung des Muskels auf Milchsiure war 
es von besonderem Interesse, ob ein betrachtliches Uber- 
schreiten des Tatigkeitsmilchsiuremaximums bei der Starre 
erfolgt und somit starreauslésend wirken kann. Deswegen 
wurde unter Einhalten streng anaerober Bedingungen, um ein 
oxydatives Verschwinden von Milchsiure zu vermeiden, folgende 
Versuchsanordnung gewahlt: 

Frisch praparierte Gastrocnemien und Semimembranosen 
wurden an Elektroden in KopylofigeféBe versenkt und mit 
einzelnen Induktionsschligen, 60 pro Minute, gereizt. Ihre 
Belastung betrug je nach Art und GréBe der Muskeln 8 bis 
25 g, war aber innerhalb jedes Versuches, zu dem stets mehrere 
Muskeln verwendet wurden, konstant. Hierbei kommt es zu 
einer betrachtlichen Milchsiurevermehrung, und auch die 
Phosphorsaure erfahrt nach neuerlichen Untersuchungen von 
Embden und Hentschel’) bei dieser Versuchsanordnung eine 
deutliche Zunahme. In den hier zu besprechenden Versuchen 
wurden die Muskeln mit allmahlich abnehmendem Rollen- 
abstand solange gereizt, bis sie selbst unbelastet auf starksten 
Induktionsschlag keinerlei Zuckung mehr zeigten. Die eine 
Reihe dieser so aufs auBerste erschépften Muskeln (A-Muskein) 
wurde sofort, wie friiher beschrieben?), in fliissige Luft ver- 
senkt, zu Muskelpulver zerstoBen und mit eisgekiihlter Salz- 
siure versetzt. Die zweite Reihe (B-Muskeln) verblieb, ohne 
daB ihre Erregbarkeit jemals wiederkehrte, bis zum Starre- 
eintritt und verschieden lange dariiber hinaus in den als feuchte 
Kammer hergerichteten KopyloffgefaBen und wurde dann eben- 
falls in fitissige Luft versenkt. In aliquoten Teilen des ent- 
eiweiBten Schenckfiltrates wurde die Phosphorsiure und Milch- 
siure, letztere nach der neuerlich modifizierten Methodik*), 
bestimmt. Die Beriicksichtigung des stets an Doppelbestimmungen 





) G. Embden, Klin. Wochenschr. 3. Jahrg., Nr. 31, S 1898 (1924); 
G. Embden u. H. Hentschel, Biochem. Zs. Bd. 156, S. 348 (1925). 

*) G. Embdenu. H. Lawaczeck, Biochem. Zs. Bd.127, S. 181 (1921). 

*) H. Hirsch-Kauffmann, Diese Zs. Bd. 140, S. 25 (1924); 
G. Embden, Diese Zs. Bd. 148, 8. 297 (1925). 
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ermittelten Trockensubstanzgehaltes erméglicht es, auch hier 
die in Tabellen 4 und 5 aufgefiihrten Werte direkt mitein- 
ander zu vergleichen. 

Tab. 4 zeigt nun, daB in Wasserstoffanaerobiose vor Be- 
ginn der Starre, 1 Stunde nach SchluB der Reizperiode, keine 
Vermehrung von Phosphorsiure und Milchsaure eingetreten 
ist (Versuch Nr. 38), daB hingegen 1 und 2 Stunden nach dem 
Starreeintritt beide Sauren eine deutliche Vermehrung erfahren 
haben, deren absolute GréBe auBerordentlich schwankt. 

Vergleicht man mit diesen Befunden in Wasserstoffanaero- 
biose die in Tab. 5 wiedergegebenen Werte, die bei Aufenthalt 
der Muskeln in Kohlensiure gefunden wurden, so zeigt sich 
auch hier wieder eine Sonderstellung der Kohlensaure insofern, 
als nur die Milchsiure vermehrt ist, der Phosphorsaéuregehalt 
hingegen durch die Starre praktisch unveraindert geblieben ist. 


C. Das Verhalten beider Siuren bei nachtriiglicher Sauerstoffzufuhr. 

Diese in den bisher besprochenen Versuchen auSerordent:- 
lich wechselnden Befunde betreffs der GréBenordnung der 
Phosphorsaéure- und Milchséurevermehrung lieben es fraglich 
erscheinen, ob iiberhaupt die Anwesenheit einer bestimmten 
Sauremenge im Muskel erforderlich ist, um den Starremecha- 
nismus auszulésen, ob nicht gegebenenfalls gewisse, vielleicht 
durch die Saure einmal gesetzte Schidigungen ausreichen, 
Starre ohne weitere Siurebildung zu erzeugen., 

Um diese Frage zu kliren wurde so vorgegangen, daB 
frisch praparierte Gastrocnemien’mehrerer Temporarien zu- 
nachst in Wasserstoffanaerobiose bei 25g Belastung mit 
76 Einzelinduktionsschligen pro Minute und rasch abnehmendem 
Rollenabstand gereizt wurden. Die Reizdauer betrug nur 30 
bis 40 Minuten, um eine véllige Erschépfung der Muskeln zu 
vermeiden. Die eine Reihe der Muskeln verblieb darnach in 
Wasserstoff (A-Muskeln), die zweite Reihe kam in Sauerstoff 
(B-Muskeln), d.h. in die KopyloffgefaBe wurde lebhait Sauer- 
stoff eingeleitet. Nachdem simtliche Muskeln deutlich Starre- 
erscheinungen, also auch Unerregbarkeit aufwiesen, wobei 


iibrigens Sauerstoffzufuhr den Starreeintritt nur wenig ver- 
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274 Hans-Joachim Deuticke, 
Tabelle 
Reizung und Aufbewahrung 
1 feo 8 be 5 | 6 
Starre A. sofort n. d. 
Zi ei Vollige |S m Au Bic | 
a= | Froschart 1% BRM sae \° os 
Datum |S21 sas Er |282e| oes [oe (285 
3'9 Muskel miidung |ESsa| sos |S Ps oss 
KE: nach [ESE | Suk [28 elke e 
— S| SRS [ESS ire a 
38 | Eskulente 9] 30—90 | Starre nach 1 Stde. | 
10. IV. 24 (41) | Gastrocn. Minuten | nicht eingetreten 20,02 08266 | 
39 | Eskulente ¢| 90—160 ; | 
10. VIL. 24] (5) | Semimembr. | Minuten | ” Min. | 1 Stde. | 21,60 0,8589 
40 | Eskulente 110—160 : | 
11. VIL 241 5) | Gastroen, Tr es tk Le 0.8019 
| 
41 | Eskulente ¢ | 95—155 | 
11. VII, 24 (61) |Semimembr. | Minuten] 8° » | 2 » 20,64 Oyet00| 
17. VIL. 24 bot era et Ms | tn PIT GO p014) 
24. VII. 24 on es ee) 2g PR 02070 
Tabelle 
Reizung und Aufbewahrung 
1 2 8 ce 5 | 6 
so Totenstarre A. sofort n. d. 
y Vollige | 4 m , be Ble 
a oo | 28 sa ole oo 
Datum = x er gd ee 3 a ee sas 
8's Muskel miidung | 25353] DS | Sl -s- 
55 —aaal 3” 8 |S8Aa\O-2 
o nach > a & ro] 3 Ww As, @ cov) 
44 | Eskulente o | 120—240 | 
8. VIII. 24 (11a)| Semimembr. | Minuten | 2° Min. | 1 Stde. | 19,88 | 0,3716 
45 | Eskulente 240 
8, VIIL 841 tay) daserean. Oh Te 4 ft on TRS Lasts 
46 |Eskulente ¢ | 110—130 
47 | Eskulente 200—300. | 
11. VIIL 241 794)| Gastroen, Tl iimaten | 40 » [2 nm | 22,12 | 04200 
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4, 
der Muskeln in Wasserstoff. 
7 8 9 
Reizung B. starr Mehr- od. Minder- 
ali oe 8 | 2) a gehalt von B 

: 33 fF ag|.23 = § 8] auf A berechnet Bemerkungen 
esso|ses | "es |eses in °g Belastung und 
Same 48a | Oa'5 Sam B Mileh Rollenabstand 
= nmODOiOogn!fin2o im 22?! HPO cn- 
a eM cag l so Mise gO] hers | sure 

0,8163 | 21,12 | 0,8227| 0,3165 | — 0,89 | +0 agi 6s ig 
0,2912 | 22,14 | 0.3796 | 0,3280 | + 7,26 | +12,64 en g 
0,3027 | 20,25 | 0,4242 | 0,8239 | + 8,24 | + 7,01 dgl. 
0,2341 | 19,94 | 0,4198 | 0,2727 | +18,46 | +16,49 dgl. 
02191 | 20,01 | 0,8968 | 0,2701 | + 1,38 | +28,28 | Belasting 125 ¢ 
0,8780 | 20,49 | 0,8725 | 0,3082 | + 4,34 | + 5,34 | Belpeinne 12,56 
5, 

der Muskeln in Kohlensidure. 

| 7 | 8 | 9 
Reizung B. totenstarr Mehr- od. Minder- 
mS ba @ | 94 m gehalt von B 

E S3|233 17223 |8 8] auf A berechnet | Bemerkungen 
Sosa] s'o8 | 7s (essa in °/, Belastung und 
Ch tek id St o='§ Cite is Mileh Rollenabstand 
=“ mOlogm | no i? nm © PO uch- 

= SLES) gels Fe) HP. | aiure 

0,1988 | 20,20 | 0,8764 | 0,2268 | +1,29 | +17,83 9 3g Fe 8 
0.2779 | 21,17 | 0,3772 | 0,8878 | +0,29 | +21,56 dgl. 
0,2812 | 20,76 | 0,3887 | 0,8001 | —0,70 | + 6,72 dgl. 
0,4447 | 20,38 | 0,4293 | 0,5149 | +2,00 | +15,79 ss .* 
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zégerte, erfolgte Unterbrechung des Versuches entweder durch 
Zerkleinerung zu Muskelbrei oder durch Zerfrieren mit fliis- 
siger Luft. 

In Tabelle 6 sind unter Versuchsnummer 48 und 49 zwei 
solche Versuche wiedergegeben, deren wesentliches Ergebnis 
ist, daB der in Sauerstoff starr gewordene Muskel weniger 
Milchsaiure aufweist als der in Wasserstoff starre, und zwar, 
wie aus Spalte 6b hervorgeht, ganz betrichtlich weniger. 
Auch die Phosphorséure zeigt das gleiche Verhalten, wenn 
auch in sehr viel geringerem Grade. In den weiteren Ver- 
suchen (Versuch Nr. 50—52) erfolgte nun die Verarbeitung der 
einen Muskelreihe sofort nach der Reizung, die der zweiten wieder 
nach mehrstiindiger Starre in Sauerstoff. Um ferner die Még- 
lichkeit auszuschalten, daf8 durch Reizung in Wasserstoff 
irgendwelche Verainderungen an den Muskelkolloiden erfolgt 
waren, die von HinfluB auf das Verhalten der Milch- und 
Phosphorséure sein kénnten, erfolgte von Versuch 51 ab die 
Reizung der Muskeln ohne Gaseinleitung in die KopylofigefiBe. 
Nach der Reizperiode wurde wieder fir lebhafte Sauerstoff- 
zufuhr gesorgt, und auch in diesen Versuchen zeigte der Starre- 
muskel weit weniger Milchsiure als der unmittelbar nach der 
Reizung verarbeitete. Um nun zu erfahren, in welche Phase 
das Verschwinden der Milchsiure bei der hier angewandten 
Versuchsanordnung fallt, wurde die erste Reihe von Muskeln 
nach 1—8stiindigem Aufenthalt in Sauerstoff, die zweite nach 
Starreeintritt (Versuch Nr. 53 und 54), in weiteren Ver- 
suchen die erste Reihe bei Starrebeginn und die andere nach 
mehrstiindiger Starre (Versuch Nr. 55 und 56) unterbrochen; 
und es zeigte sich, daB anscheinend die Milchsiuremenge noch 
vor Starreeintritt abnimmt, um wihrend der Starre konstant 
zu bleiben oder médglicherweise, wie andere anschieBend zu 
besprechende Versuche zeigten, wieder zuzunehmen. Das 
Verhalten der Phosphorsiure bestand in der Mehrzahl dieser 
Versuche in einer meist allerdings geringfigigen Zunahme, 
jedoch zeigten die beiden letzten, unter Versuchsnummer 57 
und 58 dieser Tabelle mitgeteilten Versuche, bei denen nach 
maximaler Reizung die zweite Reihe der Muskeln bis zum 
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Starreeintritt in Luft verblieb, daB auch bei einem niedrigeren 
Phosphorsaiuregehalt als unmittelbar nach der Reizung und 
ohne Milchséurezunahme Starre eintreten kann. 

Diese Beobachtungen iiber das Auftreten von Totenstarre 
in Sauerstoff stehen nur in scheinbarem Widerspruch zu den 
eingangs besprochenen Ergebnissen von Fletcher und 
Winterstein tiber die Verhinderung von Starre in Sauer- 
stoff. Einerseits waren bei der hier angewandten Versuchs- 
anordnung die Muskeln durch die vorherige Reizperiode ganz 
empfindlich geschadigt, andrerseits wiesen sie auch im Starre- 
zustand eine noch betrichtliche Séuremenge gegeniiber dem 
frischen Muskel auf, die man somit noch mittelbar fiir die 
Starreauslésung verantwortlich machen kénnte. 

AuBerdem verliefen nicht simtliche Versuche so eindeutig. 
Wihrend in den bisher mitgeteilten méglichst gleichartige 
Temporarien zweier Sendungen verwendet wurden (auBer Ver- 
such Nr. 53, 57 und 58), trat in einem Teil weiterer Versuche, 
die mit Friihjahrsfréschen angestellt wurden, selbst nach 
40 Minuten Reizdauer in Luft wihrend nachfolgendem viel- 
stiindigem Aufenthalt in Sauerstoff keinerlei Starre auf, und 
die Erregbarkeit nahm nur sehr langsam ab. Offenbar war 
die durch die Reizung erfolgte Schidigung dieser Muskeln 
nicht empfindlich genug gewesen, um zur Starre in Sauerstoff 
zu fihren. Das Ergebnis solcher zeitlich sehr ausgedehnten 
Versuche wurde, auch wenn schlieBlich noch Starre eintrat, 
schon wegen der Gefahr bakterieller Milchsiurezersetzung 
nicht zum Beweis herangezogen. Jedoch michte ich hervor- 
heben, daB bei Unterbrechung nach Eintritt der Unerregbar- 
‘keit ohne Starreerscheinungen die Milchsiure- und Phosphor- 
siuremenge in dem abgestorbenen Muskel durchaus nicht auf 
den Ruhewert abgesunken war, daB also die noch vorhandene 
immerhin betrichtliche Séiuremenge ihrerseits zur Starreaus- 
lésung nicht gentigte. In anderen Versuchen, in denen nach 
einer Reizung von 20 Minuten und mehrstiindiger Erholung 
in Sauerstoff eine zweite Reizung, nunmehr in Sauerstoff, er- 
folgte und wieder Starreeintritt in Sauerstoff abgewartet wurde 
zeigte sich bei Vergleich der sauerstofistarren Muskeln mit 
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278 Hans-Joachim Deuticke, 
Tabelle | 6. 
Aufbewahrung der gereizten Muskeln § bis 
1. 2, 8, 4. 
Ver- - ee 
suchs- Starre _ of jae 
Nr. * a=] = Loe a a "o war” - ar 
— (Proto- si 3 4 3 Unter- q's ey bes 4 
koll- 2/25] brechung |4 23) So |e Eins 
3 Be _ o oS O44 |SSRibhes | 
Nr.) aa 188 63 | 8 je ha. 
am |.2P = | oe |=s° |B a, 
ie Muskel in 
48 30 Min. in | nach 11 Stdn nac! 
6. XI. '2¢ (T. 6) | Wasserstoff | véllige Starre ii oon | 36,40 si sa merits voll 
ae Muskel in 
11. XI. 24 o . Wasnt |5 Stdn.|8S8tdn.| Wasserstoff | 22,18 | 0,3988 | 0,500] IB Ste 
‘ starr 
11, XI. 24 Tr. 0 eae = | ir ee 22,51 | 0,3689 | 0,5107| IB St< 
14, XI. 24 rc. 9) 0 an <a jer eee 21,55 | 0,8088 | 0,5612| ip Ste 
21. XI. 24 Tt 4) ” me tS Fe ie cae 22,75 | 0,8511 | 0,5530] iB Std 
oe nach 1 Stde. 
10. XII. 24 17 80 Mins | — | — | Erholung in| — | 0,3407 | 0,4808) Im Std 
: Sauerstoff 
cor nach 8 Stdn. : 
14. XI. 24 v.10) "0 — 2} — | — | Erholung in| 21,86 | 0,8176 | 0,4072| [Std 
. Sauerstoff 
18, XI. 24 (18) 30 Min. in 19 Stdn.| sofort | Pel Stare |__| 9.3877 | 0,960] Std 
21, XI. 24 T 18) ge gg Oe yg ewes 23,16 | 0,3810 | 0,5496| |EStd 
= 1 ; 
17. VI. 25 kr gba at — | in hee 19,58 | 0,3518 | 0,4372|—mStd: 
: 
17. VI. 25 ir: 5b 1 | - oe a. 18,81 | 0,4682 | 0,3018 mstd 
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6. 
bis zur Totenstarre in Sauerstoff. 
5. 6. 1. 
B. 
‘ ~ Mehr- od. Minder- 
Starre — os | aa ehalt von Bauf A 
2s mo = ~ : 
Soy wu . s.. 6 2% | ow 2 | berechnet in °, Be- 
g@|/85 | Unte- |833| EF | 8g4 
ae | 88 ea2| as laa’ merkungen 
#%&)-5.5 ' brechung |4OS| “Vs |3 2 
i ae: SSS) O48 | 25 & Milch- 
a8 | nt =e aes H,PO, 
S| 3 25 £ <= = =o siure 
h 11 Std Muskel in Behandlung 
valli Storrg| Sauerstoff | 23,04 | 0,3826 | 0,3644 | — 3,85| — 29,49] mit fliissiger 
oe se starr Luft 
Muskel in 
3Stdn.|3Stdn.| Sauerstoft | 21,79 | 0,3863 | 0,4291 | — 1,90| — 22,11] Muskelbrei 
starr 
Muskel iu 
}Stdn./8 Stdn.| Sauerstoff | 22,98 | 0,3807 | 0,8743 | + 3,20) —,26,71 | Muskelbrei 
starr 
Muskel in Behandlung 
Stdn.|3 Stdn.| Sauerstoff | 21,77 | 0,3476 | 0,3996 | + 12,56 | — 25,66 | mit flissiger 
starr Luft 
Muskel in 
Stdn.|4Stdn.| Sauerstoff | 23,06 | 0,3602 | 0,4865 | + 2,59) — 12,03] Muskelbrei 
starr 
Muskel in 
Stdn,|1 Stde.| Sauerstoff — 0,3416 |0,4445 1+ 0 — 1,55] Muskelbrei 
starr 
Muskel in Behandlung 
Stdn.|3 Stdn.| Sauerstoff | 21,88 | 0,3550 | 0,3137 | + 11,78 | — 22,96 | mit fliissiger 
starr Luft 
Muskel in 
Stdn.|3 Stdn. | Sauerstoff — |0,3893 | 0,8984|+ 0 £0 Muskelbrei 
starr 
Muskel in 
Stdn./2Stdn.| Sanerstoff | 23,26 | 0,3594 |0,5418 | + 8,58) +4 0 Muskelbrei 
starr : " 
R Muskel in Behandlung 
Stdn.|4 Stdn. TOM abaer 20,17 | 0,2929 0,4414 | — 16,74; 4 0 nit Aes. Luft 
R Muskel in Behandlung 
tdn.|2 Stdn. Laft starr 19,00 | 0,3767 | 0,2888 | — 19,54; — 4,31 mit fAties, Luft 
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denen, die unmittelbar nach der ersten Reizperiode verarbeitet 
waren, bald eine Abnahme, bald eine Zunahme von Milch- 
siure, stets jedoch eine Zunahme von Phosphorsaure. Und in 
weiteren Versuchen, in denen jeweils nur ein Gastrocnemius 
nach der Reizung und nach Starre in Sauerstoff auf Milchsaure 
analysiert wurde, war stets ein Absinken oder Gleichbleiben 
der Milchsaure, nie eine Zunahme festzustellen. 

Es kénnte der Kinwand erhoben werden, daB die nach 
Reizung und bei nachfolgendem Aufenthalt in Sauerstoff auf- 
tretende Starre keine physiologische Totenstarre ist. Dabei 
ist zuzugeben, daB in einer Anzahl von Versuchen die Muskeln 
einige Stunden nach der Reizperiode bei Aufenthalt in Sauer- 
stoff Verkiirzungen zeigten trotz bestehender Erregbarkeit und 
obgleich am SchluB der Arbeitsperiode die 25 g Belastung 
entfernt worden waren und der Muskel mehrere Minuten un- 
belastet hatte arbeiten kénnen, um eine etwa aufgetretene 
Dehnung sofort auszugleichen. Diese Erscheinung, Starre am 
noch erregbaren Muskel, lie} an die partielle Starre denken, 
die Mangold’) damit erklart, daB ein Teil der Muskelfasern 
in Starre iibergegangen sein kann, wihrend die iibrigen noch 
auf elektrischen Reiz ansprechen. Das ist in diesem Fall be- 
sonders einleuchtend, als die auBeren Muskelschichten sehr 
viel mehr der restituierenden Wirkung des Sauerstoffes aus- 
gesetzt waren als das Muskelinnere. Jedoch wurden die 
Muskeln nicht in diesem Stadium einer teilweisen Erholung, 
sondern stets erst lingere Zeit nach dem Hintritt vélliger Un- 
erregbarkeit verarbeitet, wobei die iibrigen Starreerscheinungen 
noch zugenommen hatten, und andererseits waren diese Mus- 
keln in ihrem Aussehen so sehr den in Luft totenstarr ge- 
wordenen iAhnlich, daB auch diese Starreform als richtige 
Totenstarre anzusehen ist. 

Diese simtlichen Beobachtungen iiber das Auftreten von 
Starreerscheinungen im Muskel bei gleichbleibendem oder 
nedigerem Milchséure- bzw. Phosphorsaéuregehalt als nach 
vorhergegangener Reizung beweisen demnach, dab, im Gegen- 





1) 0. Mangold, Pfig. Arch. Bd. 182, S. 205 (1920). 
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satz zu einer weitverbreiteten Ansicht, nicht ein bestimmter 
Grad von Siurebildung die Totenstarre unmittelbar 
auslést. Nunmehr mute man sich gerade im Hinblick auf 
die durch Reizung beschleunigt eintretende Starre fragen, ob 
nicht, abgesehen von unbekannten chemischen Vorgingen, der 
Zustand der Muskelkolloide fiir den Starreeintritt insoweit 
ausschlaggebend sein konnte, als nach einer Schidigung der 
Kolloide — eben durch die Reizung — die Starre bei 
geringerem Sauregrad oder iiberhaupt unabhingig von einer 
Saiurebildung erfolgen konnte. 


II. Das Verhalten der Muskelkolloide bei der Totenstarre. 


Kolloidchemische Verinderungen sind bei der Totenstarre 
in Form einer gesteigerten Permeabilitét und herabgesetzten 
Alterationsfahigkeit von Muskelfasergrenzschichten, also des 
Sarkoplasmas, bereits von Embden und Adler’) beobachtet. 
Fiir die hier aufgeworfene Frage hatte hingegen der Zustand 
derjenigen Kolloide, die nach unseren Vorstellungen unmittelbar 
an dem Verkiirzungsvorgang beteiligt sind, die gréBte Bedeu- 
tung. Das sind aber nach allem, was wir wissen, die Kolloide 
der Muskelfibrillen. An ihnen spielt sich vermutlich auch der 
Lactacidogenstoffwechsel ab, und nach den Beobachtungen von 
Abraham und Kahn?) sowie Embden und Jost) ist der 
Zustand dieser Muskelelemente von gré8ter Bedeutung fiir den 
fermentativen Lactacidogenstoffwechsel. Ihre Beobachtungen, 
daB Muskelbrei bzw. der arbeitende Muskel allmiahlich die 
ahigkeit verliert, anorganische Phosphorsiure mit zugesetztem 
Kohlenhydrat unter dem EKinflu8 von synthesebegiinstigenden 
Ionen zu Hexosediphosphorsiure aufzubauen, fihren die ge- 
nannten Autoren auf Alterungs- bzw. alterungsartige Erschei- 
nungen an diesen Muskelkolloiden zuriick. Und Embden und 
Jost haben damit wahrscheinlich gemacht, daS der Muskel 
zur Kontraktion nicht nur einen chemischen Energiespeicher, 





1 G. Embden und E. Adler, Diese Zs. Bd. 118, S. 1 (1922). 

*) A. Abraham und P. Kahn, Diese Zs. Bd. 141, S. 161 (1924). 

8) G. Embden und H. Jost, Dtsch. med. Wochenschr. Nr. 16, 
S. 686 (1925). | 
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sondern intakte Kolloide, etwa als Substrat der Verkiirzung, 
oder auch als kolloidchemischen Energiespeicher benétigt, die 
bei der Tatigkeit bestimmte, in der Erholung reversibele Ande- 
rungen erfahren. Es war nun zu untersuchen, ob auch bei 
der Totenstarre Verinderungen an den Kolloiden der Muskel- 
fibrillen nachweisbar waren, die einerseits das Eintreten der Toten- 
starre bei einem geringeren Saiuregrad oder auch unabhingig 
von einer Sauerung verstindlich machen konnten, andererseits 
damit erneut die bereits besprochene Ahnlichkeit zwischen 
Totenstarre und Kontraktion zeigen konnten, allerdings ohne 
damit die Totenstarre ausschlieBlich als eine Kontraktion an- 
zusehen. Die Versuchsanordnung war hierbei folgende: 

Die Gastrocnemien mehrerer Frésche wurden auf die 
S. 272 beschriebene Weise bis zur vélligen Erschépfung gereizt 
und die eine Reihe sofort nach der Arbeitsperiode auf eis- 
gekiihlter Glasplatte zu Muskelbrei zerkleinert. Der Brei 
wurde auf eine Reihe von Wiegeglischen verteilt, die auBer 
Natriumfluorid in fallender Konzentration, das sich nach den 
friiheren Untersuchungen’) als besonders stark die Synthese 
begiinstigend gezeigt hatte, stets 2°/, Na. bic. und 0,4°/, 
Glykogen enthielten, letzteres, um eine ausreichende Menge 
Kohlenhydrat 2u gewihrleisten. Meist wurden auBerdem Ver- 
gleichsbestimmungen angesetzt, die nur eine Lésung von Na. 
bic. (2°/,) oder von Na. bic. (2 °/,}-Glykogen (0,4 °/,) enthielten. 
Nach 2 Stunden Einwirkungsdauer bei Zimmertemperatur wurde 
der Versuch unterbrochen und die anorganische Phosphorsiure 
bestimmt. Durch Vergleich mit der bei Versuchsbeginn im 
Brei vorhandenen Phosphorsiuremenge (A-Bestimmung) konnte 
die Menge der durch Synthese mit Kohlenhydrat verschwun- 
denen Phosphorsiure ermittelt werden. Die insgesamt vor- 
handene Lactacidogenphosphorsiure wurde nach der im Institut 
iiblichen Weise durch Verbringen des Muskelbreies unter die 
Bedingungen der Wirmestarre (B-Bestimmung: 2 Stunden im 
Wasserbad von 40—45°) als Differenz B—A bestimmt. Die 
zweite Reihe der Muskeln verblieb in den KopyloffigefaBen bis 





1) G@. Embden und E. Lehnartz, Diese Zs. Bd. 134, S. 248 (1924), 
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zum Starreeintritt und verschieden lange dariiber hinaus und 
wurde anschlieBend wie die erste verarbeitet. 

Kine groBe Zahl von durchaus eindeutig verlaufenen Ver- 
suchen wurde sowohl am Kaltbliiter- wie am Warmbliiter- 
muskel angestellt, von denen einige im folgenden wieder- 
gegeben sind. 


Gastrocnemii in Lnft. Starrebeginn 1—1*/, Stunden nach der Arbeitsperiode. 
Saimtliche Bestimmungen’ mit 0,4°/, Glykogen- und 2°, Na. bic.-Zusatz, 
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Arbeitsmuskeln. 5 Stunden Arbeit. Starremuskeln. 1—-2 Stunden Starre. 


Fig.1. Protokoll Nr,1. 24. X. 24. 


Fig. 1 stellt das Ergebnis eines solchen Versuches mit 
Froschmuskeln graphisch dar. Die Hohe der Saulen ent- 
spricht jeweils der Menge anorganischer Phosphorsaure, be- 
rechnet auf 100g Muskulatur. Beide Reihen von Muskeln 
hatten 5 Stunden Arbeit geleistet. Die erste Reihe ist sofort 
danach zu Brei zerkleinert und der Fluorideinwirkung fiir 
2 Stunden ausgesetzt worden, die zweite Reihe begann 1 bis 
11/, Stunden nach Beendigung der Reizperiode totenstarr zu 
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werden und ist nach weiteren 1—2 Stunden Aufenthalt in den 
KopyloffgefiBen, wihrend deren die Starre zunahm, genau wie 
die erste Reihe verarbeitet worden. Da es sich in diesen 
Versuchen stets um mehrere gemeinsam zu verarbeitende 
Muskeln handelte, die nicht gleichzeitig starr werden, muBten 
solche geringen zeitlichen Differenzen wie 1—-2 Stunden Starre 
innerhalb der einzelnen Versuchsreihe in Kauf genommen 
werden. Wie man an dem hohen A-Wert der ersten Reihe 
(0,375 °/,), besonders im Vergleich zu dem entsprechenden 
B-Wert (0,394°/,), ersieht, ist in Bestitigung friiherer Befunde ') 
wahrend der Arbeitsperiode eine betrichtliche Menge anorga- 
nischer Phosphorsiure abgespalten worden. Dabei ist die 
Synthesefaihigkeit der Muskulatur trotz 5 Stunden Arbeit noch 
betraichtlich; sinkt doch die anorganische Phosphorsdure von 
dem Anfangswert von 0,375 in der stirksten Fluoridkonzen- 
tration von m/5 auf 0,179°/, ab.?) In der nachst schwacheren 
Fluoridkonzentration von m/50 betrigt der Phosphorsiure- 
gehalt 0,187 °/,, und in m/100 Na-Fluoridlésung 0,198°/,. In 
der zweiten Reihe von Muskeln ist ein Anfangsgehalt an anorga- 
nischer Phosphorsiure. von 0,382 °/, gefunden, d. h.. wahrend 
des ingesamt 3 Stunden lingeren Aufenthaltes der Muskeln in 
den KopyloffgefaBen ist mit der Starre gleichzeitig eine ganz 
geringfiigige, hart an der Fehlergrenze der Methode liegende 
Vermehrung der Phosphorsaiure eingetreten. Vergleicht man 
nun aber die Fluoridwerte dieser zweiten Reihe mit’ denen 
der ersten Reihe, so zeigt sich, daB die Menge der verschwun- 
denen anorganischen Phosphorsiure bei den Starremuskeln 
sehr viel geringer ist. Wahrend bei den Arbeitsmuskeln der 
Gehalt an anorganischer Phosphorsiure auf 0,179°/, in der 
stirksten Fluoridkonzentration nach 2 Stunden Einwirkung 
abgesunken ist, betragt die Menge der nicht veresterten, also 
freien anorganischen Phosphorsiure bei den Starremuskeln in 





1) G. Embden, Klin. Wochenschr. 3. Jahrg., Nr. 31, S. 1898 (1921); 
G. Embden u. H. Hentschel, Biochem. Zs. Bd. 156, 8. 343 (1925). 

*) Die Menge der verschwundenen Phosphorsiure ist leicht ersicht- 
lich, da in Héhe des A-Wertes eine horizontale Linie gezogen ist. 
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dem entsprechenden Ansatz noch 0,223°/,, und noch betricht- 
licher sind die Unterschiede in den beiden schwicheren Fluorid- 
konzentrationen. Es hat also wahrend der Starre die Fahig- 
keit der Muskulatur, Phosphorsiure zum Verschwinden zu 
bringen, erheblich abgenommen. Vergleicht man demgegeniiber 
die Menge der wahrend 2 stiindiger Warmestarre abgespaltenen 
anorganischen Phosphorsiure (B-Werte), sso zeigt sich eine 


Gastrocnemii in Luft. Starrebeginn sofort nach der Arbeitsperiode. 
Sdmtliche Bestimmungen wit 0,4, Glykogen- und 2°/, Na. bic.-Zusatz. 
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Arbeitsmuskeln. 3 Stunden Arbeit. Starremuskeln, 5—6 Stunden Starre. 


Fig. 2. Frotokoli Nr. 2. 27. X. 25. 


praktisch véllige Ubereinstimmung, so daB offenbar die Spal? 
tungsfahigkeit des Fermentes durch die Totenstarre nicht be- 
eintrachtigt ist. 

Noch deutlicher wird die Schidigung der synthetischen 
Phase des Lactacidogenwechsels, wenn die Starre weiter fort- 
geschritten ist, wie Fig.2 zeigt. Hier erfolgte die Verarbeitung 
der ersten Reihe, der Arbeitsmuskeln, nach dreistiindiger 
Arbeit, die der zweiten Reihe, der Starremuskeln, nach 5 bis 
6 Stunden Starre. Da in diesem Versuche der Starreeintritt 
fast unmittelbar nach der Arbeitsperiode erfolgte, so betrug 
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das gesamte Zeitintervall zwischen Reihe 1 und 2 6 Stunden. 
Der Anfangsgehalt an anorganischer Phosphorsaure war in beiden 
Reihen der gleiche. Betrachtet man dagegen die Fluorid- 
werte, so sind die Differenzen A-Wert weniger Fluoridwert, 
also die Menge verschwundener anorganischer Phosphorsaure, 
bei den Arbeitsmuskeln betrichtlich, bei den Starremuskeln 
aber nur noch geringfiigig. Dabei neigte dieser Muskelbrei 
schon an sich zur Synthese, wie das Verhalten der Phosphor- 
siure in dem einen B-Wert und in den beiden Na. bic.-Werten 
zeigt. Diese Erscheinung, das Verschwinden von anorgani- 
scher Phosphorsiure im Muskelbrei ohne besonderen Zusatz 
von synthesebegiinstigenden JIonen allein in einem Puffer- 
gemisch von Na. bic. laBt sich des dfteren beobachten, und 
zwar dann, wenn in relativ wenig geschidigter Muskulatur 
eine hohe Milchséurekonzentration erreicht wird. Da das 
Milchsiureanion zu den synthesebegiinstigenden Jonen gehért, 
wie in einer friiheren Untersuchung’) dargetan wurde, ist 
méglicherweise auch in diesem Fall die Verschiebung des 
Lactacidogenstoffwechsels nach der synthetischen Seite hin be- 
dingt durch die wahrend a Reizung erfolgte Milch- 
siureanhaufung. 

Bereits bei der Besprechung det Zusammenhiange zwischen 
Saiurebildung und Totenstarre ist auf die besonders schiadi- 
gende Wirkung der Kohlensiure hingewiesen, so daB das 
Kohlensaiureanion médglicherweise an dem Zustandekommen 
der physiologischen Totenstarre beteiligt ist. Infolgedessen 
wurde auch die Synthesefaihigkeit von Muskeln untersucht, 
die dem schidigenden EinfluB der Kohlensiureatmosphire 
waihrend der Arbeitsperiode und anschlieBend wihrend der 
Starre ausgesetzt waren. 

Das Ergebnis eines solchen Versuches ist in Fig. 3 wieder- 
gegeben. Hier sind zum Vergleich mit dem Verhalten frischer 
Muskeln die M. semimembranosi derselben Tiere sofort nach 
der Decapitation entnommen und auf Synthesefahigkeit ge- 
prift, die Phosphorsiurewerte denen an den M. gastrocnemii 





1) H. J. Deuticke, Diese Zs. Bd. 141, 8. 196 (1924). 
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gewonnenen in der graphischen Wiedergabe vorangestellt. 
Bei Vergleich der frischen M. semimembranosi mit den Ar- 
beitsmuskeln zeigt sich wieder an den A-Werten, daB bei der 
Arbeit ein Teil des Lactacidogens aufgespalten ist. Denn ob- 
gleich die Semimembranosi in ihrem Phosphorsauregehalt nicht 
mit den Gastrocnemii iibereinstimmen, sondern stets etwas 
héhere Anfangswerte von anorganischer Phosphorsaure aufweisen, 
ist hier der Anfangswert der Gastrocnemii nach der Arbeit mit 


Gastrocnemii in Kohlensaure, Starrebeginn sofort nach der Arbeitsperiode. 
Simtliche Bestimmungen mit 0,4 °/, Glykogen- und 2,%/ Na. bic.-Zusaiz. 





ee ee ee 








SSSA AAAS SSS 
NYSISO™ONOLGAAAAASTSTA 





XS CLAASSSESEAAASS 














SSS LSASSAAAAMAAGS 


SN 
SSS 














9358 2080 0357 =—O388 =O 39 O/32 9186 = OTH GJ7I 0398 9308 e109 =O3l4 = G323 


> = KY QW 








B ™ AR B Wabie2% Ws Yo "Yn ARB Mabie ye "Meo Migs 
dat Slyhogen 4% Na F Sly hogea W% We F 
Frische Muskeln, Arbeitsmuskeln. Starremuskeln. 
(Semimembranosi.) 83 Stunden Arbeit. 5—6 Stunden Starre. 


Fig. 8. Protokoll Nr.8. 29. X. 24. 


0,357°/, erheblich tiber den Ruhegehalt der Semimembranosi 
von 0,278°/, gestiegen. .Ebenso ist das Verhalten der Fluoridan- 
sitze in diesen beiden Reihen eine Bestiitigung der von Emb- 
den und Jost gemachten Beobachtungen, dab durch die Tatig- 
keit die Synthesefihigkeit herabgesetzt ist. 

Vergleicht man nunmehr die Arbeitsmuskeln mit den 
Starremuskeln -— die zeitliche Differenz betrug auch hier 
wieder 6 Stunden —, so ist wiederum die Menge der ver- 
schwundenen Phosphorséure bei den Arbeitsmuskeln bedeutend 
gréBer als bei den Starremuskeln, es ist auch hier bei dem 
Muskelmaterial, das der schidigenden Kinwirkung der Kohlen- 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CIL. 19 
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siure ausgesetzt war, durch die Starre die Synthesefahigkeit 
herabgeretzt. Die Na. bic.-Ansitze zeigen das gleiche Ver- 
halten wie in Fig. 2. 

Da8 auch bei Zunahme der Starreerscheinungen eine fort- 
schreitende Kolloidalterung erfolgt, zeigt Fig. 4. Zum Ver- 
gleich sind wiederum die an frischen Semimembranosi ge- 
wonnenen Werte vorangestellt. Dieser Versuch erfolgte in 


Gastrocnemii in Luft, Starrebeginn s6fort nach vierstiindiger Arbeitsperiode. 
Samtliche Bestimmungen mit 0,4°/, Glykogen- und 2°/, Na. bic.-Zusatz. 
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Frisecke Muskeln, Starremuskeln. Starremuskeln, 


(Semin:embranost.) 1—12/, Stunden Starre. 4—5 Stunden Starre. 
Fig. 4. Protokoll Nr. 4. 81, X. 24, 


Luft ohne irgendwelche Gasdurchleitung. Die Starre der 
Gastrocnemien begann sofort im AnschluB an die vierstiindige 
Reizung. Die erste Reihe wurde nach 1 bis 11/, Stunden, die 
zweite Reihe nach 4 bis 5 Stunden Starre auf Synthesefihig- 
keit gepriift, deren Abnahme wihrend der Starre durch die 
graphische Darstellung deutlich zum Ausdruck kommt. . 
Wenn dieser Vorgang der Kolloidalterung am _ toten- 
starren Muskel fortschreitend irreversibel wird; so mubBte 
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bei geniigend lang ausgedehnten Versuchen, etwa iiber die 
Starrelésung hinaus, die Synthesefahigkeit praktisch vollig 
erléschen. 

Das Ergebnis eines solchen Versuches, bei dem die erste 
Reihe von Muskeln nach 62 Stunden, die zweite Reihe nach 
92 Stunden Starre untersucht wurde, ist in Fig.5 wieder- 
gegeben, Die Muskeln der zweiten Reihe waren in Starre- 


Gastrocnemii in Luft. Starrebeginn 2 Stunden nach zweistindiger Arbeitsperiode. 
Saimtliche Bestimmungen mit 0,4°/, Glykogen- und 2°/, Na. bic.-Zugatz. 
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Fig. 5. Protokoll Nr. 21. 7, 1. 26. 


lésung und zeigten nur in der starksten Fluoridkonzentration 
ein ganz geringes Absinken der anorganischen Phosphorsiure 
von 0,388 auf 0,376°/,, auf die tibrigen Fluoridkonzentrationen 
sprach die Muskulatur nicht mehr an. Demgegeniiber war 
auch hier die Spaltungsphase des Lactacidogenwechsels er- 
halten, wie ein Vergleich der beiden B-Werte zeigt.. Sogar 
erfolgte in diesem, wie in einigen vorangehenden Versuchen, 
in dem B-Wert der zweiten Reihe eine stirkere Phosphor- 


Siurezunahme als in dem der ersten Reihe, die aber még- 
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licherweise dadurch verursacht ist, daB in dem stirker ge- 
schidigten Material anorganische Phosphorsiure noch aus 
anderen phosphorsaurehaltigen organischen Verbindungen frei- 
werden kann. Denn da durch vorherige und nachherige Wagung 
der Muskeln die Gewichtsverinderungen wiaihrend des. Ver- 
suches festgestellt und die Phosphorsiurewerte entsprechend 
umgerechnet wurden, sind die Ergebnisse beider Reihen wieder 
direkt miteinander zu vergleichen, - 

Von besonderem Interesse war es, zu untersuchen, ob 
gereizte Muskeln in Sauerstoffatmosphire trotz sinkendem 
Saurespiegel kolloidchemisch fortschreitend alterten und toten- 
starr wurden, ob also statt der Zunahme der schiadi- 
genden Saure eine einmal eingeleitete irreversible 
kolloidchemische Verinderung der Muskelkolloide die 
Starre auslésen kénnte. 

Das Ergebnis eines solchen Versuches, dessen Milchsaure- 
und Phosphorsiurewerte bereits unter Versuch Nr. 53 Tab. 6 
mitgeteilt sind, ist in Fig.6 wiedergegeben. Die Phosphor: 
siurewerte der frischen Semimembranosi sind wieder voran- 
gestellt, die Gastrocnemii wurden saimtlich 30 Minuten in Luft 
gereizt und die erste Reihe nach einstiindiger Erholung in 
Sauerstoft, die zweite nach ein- bis dreistiindiger Starre in 
Sauerstoff unterbrochen. Vergleicht man die Fluoridwerte der 
ersten Reihe der Gastrocnemii mit denen der frischen Semi- 
membranosi, so scheint eine vollstandige und in der starksten Kon- 
zentration sogar tiberkompensierte Erholung der Muskelkolloide 
eingetreten zu sein. Da es sich jedoch um verschiedenartige 
Muskeln, wenn auch derselben Tiere handelt, die sich erfah- 
rungsgemiB biologisch wie stoffwechselchemisch verschieden 
verhalten, kann man diesem Befund vorerst keine groBe Be- 
deutung zumessen. Immerhin ware auch médglich, daB die 
scheinbar ausgeglichene Kolloidschidigung der Arbeitsgastro- 
cnemii durch einen Synergismus von Fluorid und Milchsaéure 
bedingt. ist, daB bei Zusatz von Milchsiure zu den frischen 
Semimembranosi in der nach Reizung in den Gastrocnemii 
entstandenen Konzentration die Semimembranosi vielleicht noch 
besser. synthetisiert hitten. Vergleicht man aber die beiden 
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Gastrocnemiireihen miteinander, so ergibt sich auch hier fir 
die in Sauerstoff eingetretene Starre das gleiche eindeutige 
Verhalten der Kolloide wie in den bisherigen Versuchen. 
Dabei ist von besonderer Bedeutung, daB hier beide Reihen 
den gleichen Phosphorsiureanfangsgehalt aufwiesen und dab 
die Milchsiure, wie bereits oben erwahnt, in der zweiten Reihe, 
also wihrend der Starre, um 7,55 °/, abgesunken war. 


Gastrocnemii in Luft gereizt. Starrebeginn in Sauerstoff 1—3 Stunden nach der Arbeits- 
periode. Sdmtliche Bestimmungen mit 0,4°/, Glykogen- und 2°/, Na. bic.-Zusatz, 
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Fig. 6. Protokoll Nr.17. 10, XII. 24. 


Damit ist also gezeigt, da’ trotz Abnahme von Milchsiure 
und bei gleich bleibender Phosphorsiuremenge die Starre aus- 
gelést werden kann unter Auftreten von faBbaren kolloid- 
chemischen Verinderungen. Es kénnten demnach unter ge- 
eigneten Versuchsbedingungen méglicherweise diese letzteren 
geniigen, um den Muskel in Starre zu versetzen. Fiir die bei 
der Totenstarre fortschreitende Schidigung der Kolloide aller- 
dings ist wahrscheinlich die vorangegangene Saurebildung von 
groBer Bedeutung. Denn beriicksichtigt man die Beobachtungen 
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von Embden und Jost*), daB der arbeitende und damit 
siurebildende Muskel alterungsartige Erscheinungen zeigt, die 
allmihlich nach weitgehender Restitution des im Gesamtorga- 
nismus verbliebenen Muskels wieder verschwinden, und ver- 
gleicht man damit die hier erhobenen Befunde, daB ein Muskel 
nur nach stirkerer Reizung iiberhaupt in Sauerstoff totenstarr 
wird, dann allerdings trotz Abnahme der Siaure, so scheint die 
Bedeutung der Séure fiir die Starre darin zu liegen, daB die 
Kolloide gewissermaBen durch die SaiurestéBe soweit geschidigt 
werden, da8 auch nach Aufhéren der Séurewirkung die ein- 
geleitete Schadigung bis zur Starre fortschreitet. Damit soll 
nicht ausgeschlossen werden, daB auBer der Saurebildung 
wahrscheinlich noch andere Ursachen die Schiadigung der 
Kolloide bedingen. Wie wir uns im einzelnen diese Kolloid- 
alterung vorzustellen haben, welche Denaturierung dabei das 
EiweiB der kontraktilen Elemente erfahrt, soll vorerst nicht 
erértert werden, doch sei in dieser Hinsicht auf die kiirzlich 
von H. H. Weber?) erschienenen Arbeiten hingewiesen. 


Bereits bei der Besprechung der einzelnen Versuche wurde 
darauf hingewiesen, da8 die Schidigung des Lactacidogen- 
wechsels nur dessen synthetische Phase betrifft, daB die Spal- 
tung unter den B-Bedingungen ungehindert verliuft. Dies 
gilt nicht nur bei Vergleich der Starremuskeln mit den Ruhe- 
muskeln, sondern auch bei Vergleich mit den frischen Semi- 
membranosi. Das abweichende Verhalten in dem durch Fig. 2 
wiedergegebenen Versuch ist daselbst erértert, ebenso die in 
langdauernden Versuchen beobachtete gréBere Phosphorsiure- 
bildung der B-Bestimmung in der zweiten Reihe von Muskeln. 

Diese streng einseitige Schidigung des Lactacidogen- 
wechsels im totenstarren Muskel lie® sich ferner auch dadurch 
zeigen, daB dem Brei zugesetzte Hexosediphosphorsdure in 
Milchsiure und Phosphorsiéure zerlegt wurde. Ausgefihrt 
wurden diese Versuche an Kaninchenmuskulatur, deren Syn- 





1) G. Embden u. H. Jost, Deutsche med. Wochenschr. Nr. 16, 
S. 686 (1925). 3 
*) H. H. Weber, Biochem. Zs. Bd. 158, S. 443 u. 478 (1925). 
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thesefahigkeit ebenfalls wiahrend der Totenstarre ganz be- 
trichtlich abnahm, wie ein Vergleich mit den am frischen 
Muskelbrei von H. Perger?) aus anderen Griinden vorgenom- 
menen Untersuchungen zeigt. 

Die Hexosediphosphorsiure wurde aus Hefe iiber das neu- 
trale Brucinsalz gewonnen, mit n/10-Natronlauge bis p,, 6,9 
neutralisiert und ihr Gehalt an anorganischer Phosphorsaiure 
bestimmt. Letzterer betrug nur 0,6°/, bzw. im zweiten Ver- 
such 2°/, der Gesamtphosphorsiure. Von dieser Liésung 
wurde dem Muskelbrei etwa soviel zugesetzt, daB sich in der 
AuBenfliissigkeit ein Gehalt an Hexosediphosphorsiure vor- 
fand, wie er normalerweise der frischen Muskulatur als Lac- 
tacidogen zur Verfiigung steht. Siumtliche Bestimmungen ent- 
hielten auBerdem 2°/, Na. bic. Die Unterbrechung erfolgte 
nach 2 Stunden Kinwirkungsdauer bei 20° oder 40°, Bedin- 
gungen, unter denen aus Hexosediphosphorsiure ohne Brei- 
zusatz keine merklichen Mengen anorganischer Phosphorsiure 
abgespalten werden. In anderen Ansitzen wurde dem Muskel- 
brei statt des hexosediphosphorsauren Natriums eine 0,4°/,ige 
Glykogenlésung unter sonst gleichen Bedingungen zugesetzt. 

Das Ergebnis von zwei solchen Versuchen ist in Tab. 7 
wiedergegeben. Zu dem ersten Versuch wurde weife Hinter- 
schenkelmuskulatur verwendet, die 24 Stunden nach dem Tode 
des Tieres in starrem Zustande entnommen wurde. Wie ein 
Vergleich der sofort vorhandenen Phosphorsiure- und Milch- 
siiuremenge (Spalte 1) mit der wihrend zweistiindiger Warme- 
starre entstandenen Menge (Spalte 2: BJ) zeigt, ist wahrend 
der Starre noch nicht das gesamte Lactacidogen aufgespalten, 
eine Zunahme beider Saiuren hat unter den B-Bedingungen 
stattgefunden. Vergleicht man nun die drei B-Werte unter- 
einander, so ist bei Zusatz von Hexosediphosphorséure eine 
weitere betrichtliche Vermehrung von Phosphorsiure und 
Milchsaiure eingetreten (B Il) — es sind auf Phosphorsiure be- 
rechnet 70°/, der zugesetzten Hexosediphosphorsiure ab- 
gebaut -——, wihrend zugesetztes Glykogen (B III) ohne EKinflu8 





1) H. Perger, Deutsche med. Wochenschr. Nr. 17, 8. 8 (1925). 
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auf die Milchséurebildung blieb und in bezug auf den Phos- 
phorsiurespiegel in Ubereinstimmung mit Beobachtungen von 
Embden und Lehnartz’) spaltungshemmend wirkte. Ver- 
blieb der Brei bei einer Temperatur von 20° in 2°/iger 
Na. bic.-Lésung, so erfolgte auch hier eine Zunahme von 
Milchsiure und Phosphorsiure, die wiederum, wie ein Ver- 
gleich der in Spalte 3 aufgefiihrten Werte zeigt, bei Zusatz 
von Hexosediphosphorsiure betriachtlich anstieg und abhingig 
war von den zugesetzten Mengen der Kohlenhydratphosphor- 
siureverbindung. Auf die quantitativen Verhialtnisse dieses 
Abbaues und die sich daraus ergebenden Folgerungen betreffs 
der verschiedenen Empfindlichkeit der Teilprozesse soll hier 
nicht eingegangen werden. 

Bei dem zweiten Versuch kam Muskulatur zur Verwen- 
dung, die in Starrelésung 72 Stunden nach dem Tode des 
Tieres entnommen wurde. Da es sich um ein anderes Tier 
handelte, sind die beiden Versuche nicht direkt miteinander 
zu vergleichen. A- und B-Werte sind hier sowohl fiir Phosphor- 
siure wie Milchsiure gleich, es war also in diesem Falle wih- 
rend der Starre der Lactacidogenwechsel ganz nach der dissi- 
milatorischen Seite abgelaufen. Trotzdem ist das Ferment 
noch zu weiterem Abbau fahig; denn sowohl bei 20° wie bei 
40° wird Hexosediphosphorsiure abgebaut, wihrend Zusatz 
von Glyokogen auf die Milchsiurebildung ohne Einflu8 ist, bei 
der Phosphorsiure sogar zu einem geringfiigigen Verschwinden 
fihrt. Dieses verschiedene Verhalten des Glykogens und der 
Hexosediphosphorséure in bezug auf Milchsiurebildung ent- 
spricht friitheren, im hiesigen Institut erhobenen Befunden am 
PreBsaft”), in dem zugesetztes Glykogen den Umfang der 
Milchsiurebildung nicht vermehrte, wohl aber Hexosediphos- 
phat. Die Unfahigkeit des totenstarren Muskels Glykogen zu 
Milchsiure abzubauen, wahrend die Milchsaurebildung aus 
Hexosediphosphorsaéure weitgehend erhalten ist, stimmt durch- 
aus mit der in friitheren Arbeiten immer wieder geduBerten 





1) G. Embden u. Lehnartz, Diese Zs. Bd. 184, 8. 248 (1925). 
*) G. Embden, W. Griesbach u. E. Schmitz, Diese Zs. Bd. 93, 
S. 1 (1914). | ; 
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Vorstellung iiberein, daB der zur Milchsiurebildung fihrende 
Kohlenhydratabbau im Muskel nur unter intermediarer An- 
lagerung an Phosphorsiure sich vollziehen kann, zumal ge- 
rade die synthetische Phase des Lactacidogenwechsels, wie aus 
oben geschilderten Versuchen hervorgeht, bei fortgeschrittener 
Totenstarre und mehr noch im Stadium der Totenstarrelésung 
im héchsten MaBe geschiadigt ist. 


Zusammenfassung. 


Fa8t man die in der voranstehenden Arbeit erhobenen 
Befunde zusammen, so ergibt sich, daB im totenstarren Muskel 
zwar eine betraichtliche Vermehrung von Milchsiure und Phos- 
phorsiure erfolgt, da8 aber diese Séurebildung nicht unmittel- 
bar starreauslésend wirkt. Denn bringt man in einem ge- 
reizten Muskel einen Teil der Siure durch nachtrigliche Sauer- 
stofizufuhr zum Verschwinden, so tritt trotz Abnahme des 
Sauregehaltes Totenstarre ein. Es diirfte demzufolge nicht 
die Anhiufung einer bestimmten Saiuremenge, sondern das 
Hinzukommen anderer Ursachen fiir die Auslésung der Toten- 
starre bedeutungsvoll sein. 

Hierzu gehéren Veranderungen an den Muskelkolloiden, 
die sich im totenstarren Muskel auch indirekt dadurch nach- 
weisen lassen, daB dieser in fortschreitendem MaBe die Fahig- 
keit verliert, anorganische Phosphorséiure durch Veresterung 
mit Kohlenhydrat unter Zusatz der stark die Synthese be- 
giinstigenden Fluoridionen zum Verschwinden zu bringen. 

Diese Kolloidveranderungen sind aller Wahrscheinlichkeit 
nach in hohem MaBe als Folgeerscheinung der bei der vor- 
angegangenen Reizung erfolgten Saurebildung neben anderen 
schidigenden Hinfliissen aufzufassen, derart, daB die bei der 
Reizung erfolgenden SidurestéBe die Muskelkolloide schwer 
und schlieBlich irreversibel schidigen, so daB auch nach Auf- 
héren der Saurewirkung die eingeleitete Schadigung zur Starre 
fortschreitet. Mit dieser Vorstellung stimmen die Ergebnisse 
von Abraham und Kahn iiberein, die fanden, da8 Muskel- 
brei, bei Zimmertemperatur aufbewahrt, fortschreitend die 
Fahigkeit einbiBt, unter entsprechenden Bedingungen die an- 
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organische Phosphorsaure zum Verschwinden zu bringen, eine 
Erscheinung, die Embden und Jost auch im Muskel un- 
mittelbar nach der Tiatigkeit feststellen konnten — hier aller- 
dings bei der Erholung des ganzen Tieres reversibel —, und 
die als alterungsartige Zustandsinderung an den fir den 
Lactacidogenwechsel und die Kontraktion bedeutungsvollen 
Kolloiden der Fibrillen gedeutet werden. 

Da8 diese Alterung nicht der Ausdruck einer Verande- 
rung des Fermentes des Lactacidogenwechsels, sondern, wie 
bereits friiher ausgesprochen, eine solche von kolloidalen Be- 
gleitstoffen dieses Fermentes zu sein scheint, wird dadurch 
wahrscheinlich, daB bei weit fortgeschrittener Starre und in 
der Starrelésung die Fahigkeit der Muskulatur, anorganische 
Phosphorsiure unter geeigneten Versuchsbedingungen zum 
Verschwinden zu bringen, vdéllig vernichtet, daB dagegen das 
Vermégen, zugesetzte Hexosediphosphorsiure unter Bildung 
von Milchséure und Phosphorsiure zu spalten, weitgehend er- 
halten ist. 

Dabei war von den untersuchten Substanzen Hexose- 
diphosphorsiure die einzige, deren Zusatz Milchsiurebildung 
herbeifiihrte. Glykogenzusatz war unwirksam. Dieses Ver- 
halten entspricht friiheren Beobachtungen am PreBsaft und ist 
geeignet, die auf Grund fritherer Arbeiten aus dem hiesigen 
Institut ausgesprochene Ansicht, da der intramuskulare Ab- 
bau von Kohlenhydrat zu Milchsiure nur unter intermediirer 
Synthese mit Phosphat sich vollzieht, zu bestarken, und dies 
um so mehr, als die Fahigkeit der Muskulatur, unter der Kin- 
wirkung der stark synthesebegiinstigenden Fluoridionen Hexose- 
diphosphorsiéure aufzubauen, tatsaichlich bei der Totenstarre 
weitgehend zerstért ist. 
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Weitere Studien itiber desmotrope Formen von Diketo- 
piperazinen und tiber die Bildung von letzteren und deren 
Kombination mit Aminosduren. 


Von 


Emil Abderhalden und Ernst Schwab. 





(Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Halle a. 8.) 
(Der Redaktion zugegangen am 11, September 1925.) 


Wir haben kiirzlich‘) tiber desmotrope Formen des Glycin- 
anhydrids berichtet. In ganz analoger Weise haben wir eine ent- 
sprechende desmotrope Form aus Leucyl-glycinanhydrid 
gewonnen. Ferner gliickte es, durch Erhitzen des genannten 
Anhydrids mit Leucin ein Produkt zu isolieren, das Leucin 
kombiniert mit dem genannten Anhydrid enthalt. SchlieBlich 
sei noch iber Versuche berichtet, die dem Versuche galten, 
durch Erhitzen von verschiedenartigen Aminosiuren gemischte 
Diketopiperazine hervorzubringen. Wir erhielten aus 
Glykokoll und Leucin Leucyl-glycinanhydrid. Die Ver- 
suche werden fortgesetzt. 


Erhitzen von d,l-Leucyl-glycinanhydrid mit Tyrosin. 


Ks wurden 1,06 g d,l-Leucyl-glycinanhydrid mit 1,14 ¢g 
l-Tyrosin (mol. Mengen) mit der 10 fachen Menge Glycerin im 
Olbad 51/, Stunden auf 190° erhitzt. Die Reaktionsmasse 
wurde zuerst zweimal mit 80 ccm Chloroform ausgekocht, und 
von der Glycerinschicht im Scheidetrichter abgetrennt. Die 





1) Diese Zs. im Erscheinen. 
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Glycerinlésung wurde sodann zweimal mit absolutem Alkohol 
extrahiert. Der alkoholische Auszug gab positive Ninhydrin-, 
Millonreaktion und ferner Anhydridreaktionen; eine einheitlich 
krystallisierende Verbindung wurde jedoch daraus noch nicht 
isoliert. Nach der Alkoholextraktion blieb unverandertes 
Tyrosin (0,35 g) zuriick. 

Aus dem Chloroformauszug krystallisierte beim Hinengen 
Leucyl-glycinanhydrid aus, Ausbeute 0,5 g. Die Substanz zeigte 
ungesittigten Charakter. Sie entfirbte in der-Kalte momentan 
Permanganatlisung, gab mit Tetranitromethan Gelbfarbung, 
mit Salpetersiure wurde die Xanthoproteinreaktion erhalten. 
Der Schmelzpunkt lag bei 245°. Die Analysen stimmten auf 
Leucyl-glycinanhydrid. 


0,0184 g Substanz verbrauchten 2,15 eem n/10-H,S8O,. 
4,732 mg Substanz gaben 9,754 mg CO, und 3,586 mg H,0O. 


Berechnet fiir C,H,,O,N, Gefunden 
C 56,40 °/, 56,22 °/, 
H 8,29 ,, 8,48 ,, 
N 16,48 ,, 16,37 ,, 


Methylierungsversuch. 0,2 g Substanz wurden in 
200 cem absolutem Ather suspendiert und darauf ein Uber- 
schuB von Diazomethan in dtherischer Lisung zur Einwirkung 
gebracht. Es trat lebhafte Stickstoffentwicklung auf. Nach 
beendeter Reaktion wurde von ungeléster Substanz abfiltriert, 
und die itherische Lésung eingedampft; es blieb ein zahes, 
braunes Produkt zuriick, aus dem es nicht gelang, eine kry- 
stallisierte Verbindung zu isolieren. Dem Ergebnis der Zeisel- 
bestimmung kommt deshalb in erster Linie qualitative Be- 
deutung zu. 


7,982 mg Substanz gaben 17,595 mg AgJ, woraus sich ein Gehalt 
von 29,12°/, OCH, berechnet. 


Erhitzen von d,l-Leucyl-glycinanhydrid mit d,l-Leucin. 


0,7 g d,l-Leucyl-glycinanhydrid und 0,54 g (1 Mol) d,1- 
Leucin wurden mit der 5fachen Menge Glycerin 6 Stunden 
im Olbad auf 190—200° erhitzt. Das Gemisch wurde sodann 
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mit Chloroform extrahiert, und daraus Leucyl-glycinanhydrid 
gewonnen, das in allen seinen Higenschaften mit dem oben 
erhaltenen Produkte iibereinstimmte. ~ 

Der Riickstand des Chloroformauszugs wurde mit Wasser 
ausgekocht. Es blieb dabei eine Substanz in geringer Menge 
(0,2 g) ungelést, die bei 261° schmolz; sie erwies sich als 
Leucinimid. 

0,0275 g Substanz verbrauchten 2,4 ccm n/10-Saure. 


Berechnet fiir C,,H,,O,N, Gefunden 
N 12,39 %/, 12,28 °/, 


Die wiBrige Lisung wurde eingedampft und der verbleibende 
Glycerinsirup in wenig Alkohol aufgenommen und mit Ather 
versetzt. Nach einiger Zeit schieden sich daraus Krystalle 
ab, die bei 249° schmolzen; Ausbeute 0,09 g. 

Nach den Analysenergebnissen lag Leucyl-[glycyl-leucin-] 
anhydrid bzw. Leucyl-[leucyl-glycin-janhydrid vor. 

0,0201 g Substanz verbrauchten 2,15 cem n/10-Siure. 

5,308 mg Substanz gaben 11,506 mg CO, und 4,364 mg H,0. 


7,2 mg Substanz in 139,8 mg Campher gaben eine Schmelzpunkts- 
erniedrigung von 8°. 


Berechnet fiir C,,H,,0,N; Gefunden 

C 59,86 °/, 59,12 %/, 

H 8,91 ,, 9,20 ,, 

N 14,84 ,, 14,98 ,, 
Mol.-Gew. 283 259 


Fiir weitere Untersuchungen lag noch nicht gentigend 
Material vor. 


Anhydridbildung aus d,l-Leucin und Glycin. 


1,01 g Glycin und 1,8 g Leucin wurden mit der 5 fachen 
Menge Glycerin 6 Stunden auf 190° erhitzt. Das Reaktions- 
produkt wurde zuerst mit Alkohol erwirmt, wobei fast alles 
bis auf eine geringe Menge (0,2 g) in Lésung ging; der Riick- 
stand bestand aus Leucinimid. 

0,0285 g Substanz verbrauchten 2,54 g n/i0-HCl. 


Berechnet fiir C,.H,,O,N, Gefunden 
N 12,39 °/, 12,49 °/, 
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Die alkoholische Lésung wurde eingedampft und der 
Riickstand mit Chloroform ausgekocht. Aus der Chloroform- 
lésung wurden insgesamt 1,2 g Leucyl-glycinanhydrid erhalten, 
was einer Ausbeute von etwa 55°/, entspricht, berechnet auf 
die angewandte Menge Leucin. Der Schmelzpunkt der Substanz 
lag bei 238—2489°. 

0,0301 g Substanz verbrauchten 3,55 ccm n/10-HCL. 

Berechnet fiir C,H,,0,N, Gefunden 
N 16,48 °/, 16,52 °/, 

Aus der Glycerinschicht lie8 sich noch eine geringe Menge 

Glycinanhydrid erhalten. 
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